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1.     Einleitung 
 
 
Bereits phylogenetisch sehr alte Bacteria besitzen die Fähigkeit zu einer einfachen 
Sensorik und zur aktiven Fortbewegung durch rotierende Flagellen. Sie sind damit in der 
Lage, aus eigener Kraft für sie günstige Lebensbedingungen aufzusuchen und vor 
ungünstigen zu flüchten. Diese Fähigkeit wird ihren Beitrag dazu geleistet haben, daß diese 
Mikroorganismen im Lauf der Evolution die unterschiedlichsten Habitate besiedelten. Die 
Vielfalt an Lebensräumen stellte ihrerseits Anforderungen an die Adaptation. So 
entstanden nicht nur neue Bakterienspezies, sondern auch Unterschiede in den 
sensorischen und Antriebssystemen. Ausführlich untersucht ist die Beweglichkeit von 
Escherichia coli, das den Dünndarm des Menschen besiedelt und leicht zu kultivieren ist. 
Bei Colibakterien handelt es sich um Vertreter der Enterobacteriaceae innerhalb der γ-
Subgruppe der Proteobakterien. Eine Übersicht über die Domäne der Bacteria ist in Abb.1 
gezeigt. 
Mittlerweile sind auch andere Bakterienarten hinsichtlich ihrer Beweglichkeit in das 
wissenschaftliche Interesse gerückt, vor allem Vertreter der α-Subgruppe der 
Proteobakterien. Untersuchungen an diesen haben gezeigt, daß deutliche Unterschiede zum 
enterobakteriellen System bestehen (Armitage & Schmitt, 1997; Scharf & Schmitt, 2003; 
Schmitt, 2002). 
Voraussetzungen für das gezielte Aufsuchen günstiger Faktoren ist ein empfindliches 
System der Wahrnehmung und Verarbeitung von Reizen (Lock- bzw. Schreckstoffen) 
sowie Organelle der Bewegung. E.coli-Zellen zeigen in einem Milieu ohne Lock- oder 
Schreckstoffe geradlinige Läufe, die immer wieder durch „Taumeln“ und damit 
verbundenen Richtungswechseln unterbrochen werden (Berg, 2000); dieses Lauf-Taumel-
Verhalten wird auch als random walk bezeichnet (Berg & Brown, 1972). Setzt man 
Lockstoffe, z.B. Aminosäuren oder Zucker hinzu, so verlängert das Bakterium geradlinige 
Läufe und unterdrückt die Taumelphasen (Macnab & Koshland, 1972). Dieses, im 
Lockstoffgradienten gerichtete Laufverhalten wird als biased random walk bezeichnet 
(Berg & Brown, 1972). 
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Abb.1.Phylogenetischer Baum der Bacteria. Die Zahlen bezeichnen die relativen Abstände zueinander (nach 
Ochman & Wilson, 1987). 
 
 
Die schwimmende E.coli-Zelle besitzt für ihren Antrieb durch das Medium vier bis sechs 
peritrich insertierte, rotierende Flagellen. Diese einzigartigen, rotierenden Bewegungs-
organelle werden in drei morphologische Abschnitte gegliedert: a) das helikale Filament 
und b) den Haken, die außerhalb der Zelle liegen, und c) den Basalkörper, der die äußere 
Membran, die Peptidoglycanschicht und die Cytoplasmamembran durchspannt. Der 
proximale Teil des Basalkörpers ist der Flagellenmotor, dessen Rotation durch den 
Protonengradienten über die Cytoplasma-Membran (proton motive force; pmf) energetisiert 
wird. Die Rotation wird über einen Schaft (gehalten von zwei Lagern in der Zellhülle) auf 
den flexiblen Haken übertragen und von da auf das helikale Filament. Das rotierende 
Geißelfilament ist der Effektor, der die Zelle nach dem hydrodynamischen Prinzip einer 
Schiffsschraube vorantreibt. Die Filamente können Längen von 5 bis 10 µm erreichen und 
sind damit drei- bis fünfmal so lang wie die Zelle. Im elektronenmikroskopischen Bild 
zeigen die schraubenförmigen Filamente von Enterobakterien eine schwach strukturierte 
Oberfläche mit 11 longitudinalen Helixlinien; die Filamente werden auch als „glatt“ 
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bezeichnet (Schmitt et al., 1974). Sie sind aus identischen Flagellinuntereinheiten 
aufgebaut, deren einzelne Monomere (FliC) mehrere Konformationen einnehmen können, 
wobei die L- und die R-Form die beiden Extreme darstellen (Samatey et al., 2001). Bei 
Rotation des linkshändig-helikalen Filaments gegen den Uhrzeigersinn (ccw) nehmen die 
Monomere die L-Form ein, entsprechend der Linkshändigkeit der Filamente. Mehrere 
helikale Filamente lagern sich zu einem gemeinsamen Bündel zusammen und treiben die 
Zelle voran. Kehrt sich die Rotationsrichtung einzelner Geißeln, ausgehend von der Basis, 
um (cw), wechseln die Monomeren sukzessive in die R-Form und es bilden sich partiell 
rechtshändige Filamente. Einzelne Filamente nehmen eine semicoiled Struktur an, das 
Bündel fällt auseinander. Die Zelle taumelt und orientiert sich neu im dreidimensionalen 
Raum. Nach ca. 0,1s setzt die ccw-Rotation wieder ein, die Filamente gehen in 
linkshändige Helices über und bilden wieder ein Bündel aus, das die Zelle geradlinig 
vorantreibt (ca. 1s). Schwimmuster und ccw-cw Geißelrotation einer E.coli-Zelle sind in 
Abb.2 schematisch dargestellt. 
 





Abb.2: Schwimmuster (oben) und Flagellenrotation (unten) einer E.coli-Zelle. Bei E.coli werden 




Über den flexiblen Haken (universal joint) ist das rotierende, helikale Filament (propeller) 
mit dem in der Zellhülle verankerten Basalkörper verbunden. Dieser enthält den 
rotierenden Teil des für die Drehbewegung entscheidenden Geißelmotors (drive). Der 
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Basalkörper besteht aus zwei Ringen, die als Lager die Durchführung des zentralen 
rotierenden Schafts durch Peptidoglycan und äußere Membran sichern. Der Flagellenmotor 
aus MS- (Membran) und C-Ring (Cytoplasma) ist fest mit dem Schaft verbunden. Der 
Motor bezieht seine Energie (Drehmoment) aus der pmf über ringförmig in der Membran 
angeordnete Protonenkanäle (MotA-MotB). Der gesamte Aufbau eines Flagellums nach 





Abb.3. Links: Schnitt durch ein E.coli-Flagellum mit Basalkörper, Haken und Filament. Rechts: Optische 
Rekonstruktion des proximalen Teils eines Flagellums aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Thomas 
et al., 2001). Bezeichnung beteiligter Komponenten: L- und P-Ring: Verankerung des Basalkörpers in der 
Lipopolysaccharid- und Peptidoglycanschicht (outer membrane, peptidoglycane); MS-Ring: in der 
Cytoplasmamembran (inner membrane) lokalisiert (supramembrane), und FliG, mit Schaft verbunden; C-
Ring: cytoplasmatischer switch Komplex aus FliM- und FliN-Multimeren; MotA, MotB: Motilitätsproteine 
(H+-Kanal); Flh-, Fli-Gene: Transportapparat für Proteinexport; FlgB,C,F,G,H,I: Komponenten der Ringe 
und des Schafts; FlgE: Haken; FlgK,L: Verbindung zwischen Haken und Filament; FliC: Filament; FliD: 
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Der L-Ring (FlgH), in der Lipopolysaccharidschicht lokalisiert, und der P-Ring (FlgI) in 
der Peptidoglycanschicht bilden Lager für den rotierenden Schaft (FlgB, FlgC, FlgF). Im 
Gegensatz dazu sind MS-Ring und C-Ring fest mit dem Schaft verbunden. Der MS-Ring, 
aus 26 FliF-Monomeren gebildet, an die 26 FliG-Monomere fest angegliedert sind, ist in 
der Cytoplasmamembran lokalisiert. Auf der cytoplasmatischen Seite an den MS-Ring 
assoziiert ist der C-Ring oder switch Komplex, bestehend aus Multimeren der Proteine 
FliM und FliN. Aufgabe von FliG ist die energetische Kopplung des FliG-Rotors an die 
Protonenkanäle zur Drehmomenterzeugung, die Drehrichtung wird über den C-Ring 
(switch Komplex) kontrolliert. Die Protonenkanäle stellen den fest mit der Zelle 
verankerten Teil des Motors dar (Stator). Sie bestehen aus den Transmembran-Proteinen 
MotA und MotB und stellen dem Motor die elektrochemische Energie für die Rotation 
(Drehmoment) zur Verfügung (Dean et al., 1984; Stolz & Berg, 1991). In elektronen-
mikroskopischen Gefrierbruch-Aufnahmen sind in der Draufsicht auf die Cytoplasma-
membran ca. zehn nagelkopfartige Strukturen zu erkennen, die den Basalkörper radial 
umgeben und als die beschriebenen Protonenkanäle interpretiert wurden (Khan et al., 
1988). MotA durchspannt die Cytoplasmamembran mit vier (Dean et al., 1984; Zhou et al., 
1995), MotB mit einer transmembranen Helix (Chun & Parkinson, 1988). MotB besitzt 
eine große periplasmatische Domäne mit einem konservierten Sequenzmotiv im C-
terminalen Anteil mit der Funktion eines Peptidoglycanankers (DeMot & Vanderleyden, 
1994; McCarter, 1994; Koebnik, 1995). Die B-Komponente ist jener Bestandteil des 
Motors, welcher die Ionenspezifität des Motors festlegt (Asai et al., 2000), hier für 
Protonen, bei anderen Bakterien, wie z.B. Vibrio, für Na+-Ionen (Hirota et al., 1981). Die 
Kopplung des Flagellenmotors an die energetisierenden Protonenkanäle erfolgt vermutlich 
über elektrostatische Wechselwirkungen zwischen geladenen Aminosäureresten (Zhou et 
al., 1998). Dies ist ein zentraler Aspekt, der in dieser Arbeit umfassend untersucht wird. 
Die sensorische Reizwahrnehmung und die Signalübertragung wird durch das ubiquitäre 
System der Histidin-Autokinase-Signalkette mit assoziiertem Responsregulator 
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Die Reizaufnahme erfolgt durch spezifische Transmembranrezeptoren, den methylierbaren 
Chemotaxisproteinen (MCPs). Die Monomeren bestehen aus drei Domänen: einer 
periplasmatischen Rezeptordomäne, zwei Transmembranhelices und einer cyto-
plasmatischen Signaldomäne. Die cytoplasmatische Domäne steht über CheW mit der 
Histidinkinase CheA in Kontakt. Ein vorhandener Reiz inaktiviert die 
Autophosphorylierung von CheA, die Abwesenheit eines Reizes führt zur Aktivierung der 
Autophosphorylierung. Die Phosphatgruppe wird auf den Responsregulator CheY 
übertragen. Der phosphorylierte Responsregulator CheY∼P diffundiert im Cytoplasma und 
bindet an das Motorprotein FliM (Untereinheit des C-Rings). Infolge dieser Bindung 
kommt es zu einer kurzzeitigen Änderung der Drehrichtung (switch) des Motors von ccw 
nach cw (Borkovich & Simon, 1990). Dieses Umschalten führt zu einer kurzen 
Taumelbewegung, die Zelle ändert ihre Richtung. CheY∼P zerfällt spontan mit einer 
Halbwertszeit von etwa 10 s; dieser Vorgang wird durch die Phosphatase CheZ 10-fach 
beschleunigt (Hess et al., 1988; Silversmith et al., 2003). Dieser Mechanismus ermöglicht 
es, die Umorientierung der Zelle effektiv zu regulieren (Scharf et al., 1998). 
Bei konstanter Reizkonzentration muß das Signal zurückgestellt werden (Adaptation). Die 
Empfindlichkeit der Chemorezeptoren wird mittels Methylierung von spezifischen 
Glutamatresten in der cytoplasmatischen Domäne, durch eine Methyltransferase, CheR, 
reguliert (Terwilliger & Koshland, 1984; Danielson et al., 1997; Kim et al., 2001). Der 
Rezeptor wird mittels Demethylierung durch die aktivierte Methylesterase, CheB∼P, 
empfindlicher gestellt. CheB erhält die Phosphatgruppe, genau wie CheY, von der 
















Abb.5. Schematische Übersicht der zentralen Komponenten der chemotaktischen Signaltransduktionskette 
von E.coli (Schmitt, 2002). Abkürzungen: MCP: methylierbares Chemotaxisprotein; CheA: Histidinkinase 
CheA; CheY: Respons-Regulator CheY; CheZ: Phosphatase CheZ; D: Aspartat; H: Histidin; P: Phosphat; 
MotA,B: Motilitätsproteine MotA, MotB (Erläuterungen im Text). 
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Untersuchungen an anderen Bakterien haben gezeigt, daß das enterobakterielle 
Modellsystem keineswegs allgemeingültig ist. In den letzten Jahren war vor allem das 
Verhalten hinsichtlich Chemotaxis und Schwimmen von Vertretern der α-Subgruppe der 
Proteobakterien Gegenstand intensiver Forschung (Armitage & Schmitt, 1997; Scharf & 
Schmitt, 2003). Der phylogenetische Abstand der α- zu den γ-Proteobakterien liegt bei 
mindestens 500 Millionen Jahren (Ochman & Wilson, 1987). Mitglieder der α-Subgruppe 
sind Bodenbakterien, wie z.B. Rhodobacter sphaeroides, Agrobacterium tumefaciens oder 
Sinorhizobium meliloti. S.meliloti ist ein Vertreter der symbiontischen Rhizobiaceen, die in 
Wurzelknöllchen von Leguminosen wie Medicago sativa (Luzerne), Melilotus officinalis 
(Steinklee) und Trigonella foenum-graecum (Bockshornklee) molekularen Luftstickstoff 
fixieren können. Die Besiedlung und Bewegung im Boden und in der Wurzelsphäre von 
Pflanzen stellt neue Anforderungen an die Anpassungsfähigkeit. Dementsprechend verfügt 
S.meliloti über eine größere metabolische Flexibilität als E.coli und zeigt deutliche 
Unterschiede in den Mechanismen der Chemotaxis und Motilität (Schmitt, 2002). 
S.meliloti besitzt vier bis sechs peritrich insertierte, rechtshändig helikale Geißeln, die sich 
in ihrem Aufbau deutlich von der E.coli-Geißel unterscheiden. Im Elektronenmikroskop ist 
eine prominente Struktur aus drei helikalen Bändern zu erkennen (Schmitt et al., 1974; 
Trachtenberg et al., 1986; Cohen-Krausz & Trachtenberg, 1998). Diese „komplexen“ 
Geißeln erleichtern das Schwimmen in viskosen Medien (Götz et al., 1982). Die Filamente 
sind aus vier ähnlichen Flagellin-Monomeren FlaA, FlaB, FlaC und einem kleineren FlaD 
aufgebaut (Pleier, 1988; Platzer et al., 1997; Sourjik et al., 1998; Scharf et al., 2001). 
Wahrscheinlich bilden sich Heterodimere aus FlaA einerseits und FlaB-, FlaC- oder FlaD-
Monomeren andererseits, die zu einer rechtshändigen Helix assemblieren. Komplexe 
Geißeln sind rigider als die flexiblen, glatten Geißeln der Enterobakterien und können 
keine polymorphen Transitionen zu einer Helix gegenläufiger Händigkeit vollziehen. 
Entsprechend rotieren die Flagellen von S.meliloti nur im Uhrzeigersinn (cw), ihre 
Drehrichtung verändern sie nicht. Hydrodynamisch kann nun eine rechtshändige Schraube 
bei cw-Rotation einen Vorwärtsantrieb ausüben. Wie aber kommt es zu Richtungswechseln 
der schwimmenden Zelle? In unserer Arbeitsgruppe wurde nachgewiesen, daß die 
Flagellen dazu ihre Rotationsgeschwindigkeit verlangsamen (Platzer et al., 1997; Schmitt, 
2002). Das rechtshändige, cw rotierende Geißelbündel treibt schwimmende Bakterien 
geradlinig voran. Die Variation der Rotationsgeschwindigkeit einzelner Geißeln führt zu 
asynchroner Reaktion und zum Zerfallen des Geißelbündels: die Zelle ändert ihre 
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Schwimmrichtung (Scharf, 2002). Schwimmuster und Geißelrotation einer S.meliloti-Zelle 
sind in Abb.6 schematisch dargestellt. 
 




verlangsamt   
Abb.6. Schwimmuster (oben) und Flagellenrotation (unten) einer S.meliloti-Zelle. Die Geißeln von S.meliloti 
rotieren immer cw, asynchrones Abbremsen der Flagellen führt zum Auseinanderfallen des Bündels und zu 
einer Richtungsänderung der Zelle. 
 
 
Nach Lockstoffzugabe erhöht sich die Rotationsgeschwindigkeit der Geißeln, bei 
Entfernen des Lockstoffs fällt die Geschwindigkeit kurzzeitig unter das Ausgangsniveau, 
wie tethering Experimente gezeigt hatten (Sourjik & Schmitt, 1996). Die Zunahme der 
Rotations- und damit der Schwimmgeschwindigkeit, die Chemokinesis, ist demnach eine 
wesentliche Eigenschaft der Reaktion von S.meliloti auf chemische Reize. Dieser 
grundsätzlich andere Mechanismus der Flagellenrotation bei S.meliloti sollte eine 
molekulare Basis haben: Davon wird ein zentraler Aspekt – die Wechselwirkungen 
zwischen Stator und Rotor an der MotA-FliG-Kontaktfläche – in dieser Arbeit untersucht. 
Weitere Unterschiede betreffen drei neue zusätzliche Motilitäts (Mot)-Proteine, MotC, 
MotD und MotE, sowie das Phosphat-Relais zwischen Kinase (CheA) und zwei 
Responsregulatoren, CheY1 und CheY2. Das sensorische System von S.meliloti ist in 
Abb.7 gezeigt (Schmitt, 2002). 
 
  



















Abb.7. Schematische Übersicht der zentralen Komponenten der chemotaktischen Signaltransduktionskette 
von S.meliloti (Schmitt, 2002). Abkürzungen: MCP: methylierbares Chemotaxisprotein; CheA: 
Histidinkinase CheA; CheY1,2: Respons-Regulatoren CheY1, CheY2; CheZ: Phosphatase CheZ; P: 
Phosphat; MotA,B,C,D: Motilitätsproteine MotA, MotB, MotC, MotD (Erläuterungen im Text). 
 
 
Auf die neuen molekularen und dynamischen Verhältnisse bei S.meliloti (als Prototyp für 
viele verwandte Spezies) soll hier kurz eingegangen werden. Im Gegensatz zu E.coli mit 
nur einem Responsregulator besitzt S.meliloti zwei Responsregulatoren, CheY1 und 
CheY2, aber keine Phosphatase, CheZ (Greck et al., 1995; Sourjik & Schmitt, 1996). 
CheY2∼P bindet als dominanter Responsregulator an den Motor und reduziert so die 
Rotationsgeschwindigkeit des Flagellums. Zur Dephosphorylierung und daraus 
resultierenden schnellen Inaktivierung von CheY2∼P benutzt S.meliloti das Prinzip der 
Retrophosphorylierung von CheA; von dort wird Phosphat auf CheY1 übertragen. 
CheY1∼P fungiert somit als „Abfluß“ für Phosphatgruppen und übernimmt damit formal 
die Rolle von CheZ bei E.coli. Die neuen Eigenschaften des S.meliloti-Motors – 
konsequente cw-Rotation und Geschwindigkeits-Variation – lassen molekulare Unter-
schiede im Motoraufbau vermuten. Tatsächlich wurden veränderte und neue 
Motorkomponenten entdeckt, die im folgenden kurz beschrieben werden. Die zentralen 
Komponenten der Umwandlung von elektrochemischer in mechanische Energie, MotA, 
MotB und FliG, wurden auch bei S.meliloti gefunden (Sterr, 1995; Platzer, 1996; Platzer et 
al., 1997; Sourjik et al., 1998). Zusätzlich wurden neue Motorkomponenten identifiziert, 
nämlich MotC, MotD und MotE. Das Fehlen eines dieser Proteine führt zum paralysierten 
Phänotyp. MotD ist im Cytoplasma lokalisiert und tritt mit FliM (und CheY2?) in 
Wechselwirkung. Es wurde postuliert, daß MotD als Gegenspieler zur „Bremse“ CheY2∼P 
wirkt (Schmitt, 2002). 
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Die reifen Proteine MotC und MotE liegen im Periplasma; MotE dient als spezifisches 
Chaperon für MotC im Periplasma (Eggenhofer et al., 2004). MotC bindet an MotB, das 
im N-terminalen Bereich um eine Extradomäne von etwa 100 AS-Resten verlängert ist 
(Platzer et al., 1997; Haslbeck, 1997; Halbach, 2003). MotB verfügt wie das E.coli-Protein 
über einen C-terminalen Peptidoglycananker und eine N-terminale membrandurch-
spannende Helix mit dem für die Protonenübertragung essentiellen Asp32 (Blair et al., 
1991). Durch seine (stöchiometrische) Bindung an MotB ermöglicht MotC erst den 
Protonenfluß durch den MotA-MotB-Kanal (Halbach, 2003). Es ist denkbar, daß MotC den 
Protonenfluß „bündelt“ und so auch bei hohem pH noch die Motorrotation ermöglicht; 
seine Bindung an die Cytoplasmamembran hat zu der These geführt, daß MotC das 
Membranpotential mißt und die Motoraktivität entsprechend steuert (Halbach, 2003; 
R.Schmitt, pers. Mitt.). Systematische Deletionsanalysen von MotC wiesen darauf hin, daß 
die C-terminale Domäne (90 AS-Reste) teilweise, der zentrale Bereich jedoch essentiell für 
die Motoraktivität waren. Über weitere Experimente dazu wird in dieser Arbeit berichtet. 
Zur Identifizierung funktionell wichtiger Reste und Domänen, vor allem bei neu 
entdeckten Genen, ist es hilfreich, die orthologen Sequenzen mehrerer verwandter Spezies 
zu vergleichen, um konservierte Bereiche festlegen zu können. In den Genomen der 
S.meliloti-verwandten α-Proteobakterien A.tumefaciens und Mesorhizobium loti wurden 
MotC, MotD und MotE ebenfalls gefunden (Goodner et al., 2001; Kaneko et al., 2000). 
MotC wies konservierte Domänen v.a. im N-terminalen und zentralen Bereich auf, MotD 
verfügte über konservierte Reste vor allem im zentralen und C-terminalen Bereich 
(Eggenhofer, 2001). 
Während diese Zusatzkomponenten zweifellos wichtige Teilfunktionen ausüben, liegt doch 
das zentrale Problem der Motorfunktion in der Frage nach dem Mechanismus der 
Umwandlung der elektrochemischen Energie des Protonengradienten in mechanische 
Arbeit. Einen Teil der Antwort dürfte jede Lösung des Energietransfermechanismus vom 
Stator zum Rotor beitragen, also die Struktur und wirkenden Kräfte an der Stator (MotA-
MotB)-Rotor (FliG)-Kontaktfläche. Experiment-gestützte Modelle von Kojima & Blair 
(2001) und Schmitt (2003) postulieren, daß die eigentliche Energieumwandlung im Stator 
(H+-Kanal) stattfindet und daß die resultierenden Konformationsänderungen als „power 
strokes“ vom Stator auf den Rotor übertragen werden. Vieles spricht dafür, daß die 
Kraftübertragung per Coulomb-Kräften zwischen Ladungsantipoden erfolgt. Nach dem 
Helix-Rotations-Modell (Schmitt, 2003) würden über elektrostatische Wechselwirkungen 
zwischen geladenen Aminosäureresten in der cytoplasmatischen Schleife von MotA und in 
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der C-terminalen Domäne von FliG kurze Rotationsbewegungen auf den Rotor übertragen. 
Auf der MotA-Seite sind die konservierten Reste Arg90 und Glu98, bei FliG die Reste 
Arg281, Asp288 und Asp289 essentiell (Zhou & Blair, 1997), Lys264 und Arg297 sind 
von nachrangiger Bedeutung (Lloyd & Blair, 1997; Zhou et al., 1998). Die Anordnung der 
geladenen Aminosäurereste an der Kontaktfläche sowie der orthologen Reste von 
S.meliloti ist im Schema von Abb.8 gezeigt. 
Bezüglich der Erzeugung des Drehmoments am bakteriellen Motor wurden zahlreiche 
Modelle aufgestellt (Meister et al., 1989; Berry, 1993; Elston & Oster, 1997; Berg, 2000; 
Schmitt, 2003). Biochemische Daten legen nahe, daß der Durchfluß eines Protons durch 
einen Protonenkanal des Stators eine Konformationsänderung verursacht, welche als Kraft 
auf den Rotor wirkt und ihn um einen kleinen Teil einer Umdrehung vorantreibt (Kojima 

























Escherichia coli Sinorhizobium meliloti  
 
Abb.8. Modell der Anordnung wichtiger geladener Reste im Flagellenmotor von E.coli und orthologer Reste 
von S.meliloti. MotA-Reste sind durch grüne Kreise symbolisiert, wichtige FliG-Reste durch schwarze. Für 
die Kraftübertragung essentielle Reste sind rosa markiert Weniger wichtige FliG-Reste sind durch rosa 
umrandete Kreise symbolisiert. Wichtige Interaktionen bei E.coli werden mittels durchgezogener Linien 




Nach dem neuesten Modell von Schmitt (2003) liegen in einem Statorkomplex zwei 
symmetrisch angeordnete Protonenkanäle vor. Der Durchfluß von Protonen verursacht 
reversible Helixdrehungen der Statorelemente; diese Drehungen werden über Coulomb-
kräfte auf FliG-Elemente der Rotoroberfläche übertragen. Die Protonenkanäle schwingen 
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synchron vor und zurück, jedoch ist bei jeder Rotation nur ein Kanal des Zwillings mit 
dem Rotor „in Phase“, die Kraftübertragung erfolgt daher stufenweise. Die geladenen 
Reste der Rotorseite können derart umgeklappt werden, daß sie während der 
Rückwärtsschwingung anstatt während der Vorwärtsschwingung mit dem Stator 
interagieren; auf diese Weise wird eine Umkehr der Rotationsrichtung ermöglicht. Eine 
elastische Feder im Stator „glättet“ die Rotationsbewegung und verlängert die Zeit, die das 
drehmomenterzeugende Element mit dem Rotor interagiert (high duty ratio; Schmitt, 
2003).  
Anders als der reversibel rotierende E.coli-Motor, ändert der Geißelmotor von S.meliloti 
niemals seine Rotationsrichtung, wohl aber seine Rotationsgeschwindigkeit. Dies deutet 
auf unterschiedliche Wechselwirkungen an seiner Rotor-Stator-Kontaktfläche im 
Vergleich zum enterobakteriellen System hin: Der Motor muß über eine „Bremse“ statt 
eines „Rückwärtsgangs“ verfügen. Deshalb war es zentrales Thema dieser Arbeit, wie weit 
sich die kritischen, geladenen Reste an der MotA-FliG-Kontaktfläche gleichen und wo die 
möglichen Unterschiede liegen.  
 
Ausgehend von dieser Situation, wurden folgende Arbeitsziele formuliert: 
• Sequenzierung der Gene motC, motA und fliG des verwandten Rhizobium lupini 
H13-3 und Analyse konservierter Bereiche 
• Überprüfung der Stabilität von seriellen Deletionen von MotC zur möglichen 
Erklärung von Funktionsausfällen 
• Substitutionsanalyse der konservierten (geladenen) Aminosäurereste von MotA und 
FliG bei S.meliloti und funktionelle Charakterisierung der resultierenden 
Mutantenstämme 
• Kombination mehrerer Substitutionen in den MotA- und FliG-Proteinen und 
Funktionsanalyse 
• Erstellung und Charakterisierung einer S.meliloti-FliF-FliG-Fusionsmutante und 
Funktionsvergleiche 
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2.     Material 
 
 
2.1.     Bakterien und Plasmide 
 




Stamm Marker 1) Herkunft / 
Referenz 
 
Escherichia coli   
DH10B F- araD139 ∆(ara leu)7697 ∆lacX74 galU 
galK mcrA ∆(mrr- hsdRMS–mcrBC) rpsL 






F- thi thr leu his met eda rpsL 
(Wildtyp für Chemotaxis) 
Parkinson, 1978 
S17-1 recA1 endA1 thi hsdR RP4-2-Tc::Mu::Tn7 
TpR SmR 
 
Simon et al., 1983 
Rhizobium lupini H13-3  Kamberger, 1979 
RU12/001 SmR; spontan Streptomycin–resistentes 




Sinorhizobium meliloti   
RU11/001 SmR; spontan Streptomycin–resistentes 
Derivat von RU10/406 (Wildtyp) 
Krupski et al., 
1985 
Derivate von RU11/001:2)  
RU11/211 SmR ∆motC Platzer et al., 1997 
RU11/901 SmR ∆motC21 Attmannspacher, 1999 
RU11/902 SmR ∆motC201 Attmannspacher, 1999 
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RU11/903 SmR ∆motC19 Attmannspacher, 1999 
RU11/904 SmR ∆motC18 Attmannspacher, 1999 
RU11/905 SmR ∆motC17 Attmannspacher, 1999 
RU11/906 SmR ∆motC16 Attmannspacher, 1999 
RU11/907 SmR ∆motC15 Attmannspacher, 1999 
RU11/908 SmR ∆motC14 Attmannspacher, 1999 
RU11/909 SmR ∆motC13 Attmannspacher, 1999 
RU11/910 SmR ∆motC12 Attmannspacher, 1999 
RU11/911 SmR ∆motC11 Attmannspacher, 1999 
RU11/912 SmR ∆motC10 Attmannspacher, 1999 
RU11/913 SmR ∆motC9 Attmannspacher, 1999 
RU11/914 SmR ∆motC8 Attmannspacher, 1999 
RU11/915 SmR ∆motC7 Attmannspacher, 1999 
RU11/916 SmR ∆motC6 Attmannspacher, 1999 
RU11/917 SmR ∆motC5 Attmannspacher, 1999 
RU11/918 SmR ∆motC4 Attmannspacher, 1999 
RU11/919 SmR ∆motC3 Attmannspacher, 1999 
RU11/920 SmR ∆motC2 Attmannspacher, 1999 
RU11/921 SmR ∆motC1 Attmannspacher, 1999 
RU11/922 SmR ∆motC21N Attmannspacher, 1999 
RU11/923 SmR ∆motC17C Attmannspacher, 1999 
RU11/924 SmR ∆motC18-20 Attmannspacher, 1999 
RU13/054 SmR∆fliG Scharf, 2003 
RU11/925 SmR motA R90A diese Arbeit 
RU11/926 SmR motA R90K diese Arbeit 
RU11/927 SmR motA R90E diese Arbeit 
RU11/928 SmR motA E98Q diese Arbeit 
RU11/929 SmR motA E98D diese Arbeit 
RU11/930 SmR motA E98K diese Arbeit 
RU11/931 SmR motA R90A E98Q diese Arbeit 
RU11/932 SmR motA R90K E98Q diese Arbeit 
RU11/933 SmR motA R90A E98D diese Arbeit 
RU11/934 SmR fliG R277A diese Arbeit 
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RU11/935 SmR fliG R277E diese Arbeit 
RU11/936 SmR fliG R294A diese Arbeit 
RU11/937 SmR fliG R294D diese Arbeit 
RU11/938 SmR fliG R294K diese Arbeit 
RU11/939 SmR fliG R294V diese Arbeit 
RU11/940 SmR fliG E300A diese Arbeit 
RU11/941 SmR fliG E300R diese Arbeit 
RU11/942 SmR fliG S301A diese Arbeit 
RU11/943 SmR fliG S301C diese Arbeit 
RU11/944 SmR fliG S301D diese Arbeit 
RU11/945 SmR fliG S301K diese Arbeit 
RU11/946 SmR fliG S301R diese Arbeit 
RU11/947 SmR fliG S301T diese Arbeit 
RU11/948 SmR fliG D302A diese Arbeit 
RU11/949 SmR fliG D302E diese Arbeit 
RU11/950 SmR fliG D302K diese Arbeit 
RU11/951 SmR fliG N311R diese Arbeit 
RU11/952 SmR fliG D314A diese Arbeit 
RU11/953 SmR fliG D314R diese Arbeit 
RU11/954 SmR fliG R294A S301D diese Arbeit 
RU11/955 SmR fliG R294A D302A diese Arbeit 
RU11/956 SmR fliG E300A S301D diese Arbeit 
RU11/957 SmR fliG E300A S301R diese Arbeit 
RU11/958 SmR fliG E300R S301D diese Arbeit 
RU11/959 SmR fliG E300R S301R diese Arbeit 
RU11/960 SmR fliG S301D D302A diese Arbeit 
RU11/961 SmR fliG S301D D302K diese Arbeit 
RU11/962 SmR motA R90A fliG R277A diese Arbeit 
RU11/963 SmR motA R90A fliG R277E diese Arbeit 
RU11/964 SmR motA R90A fliG R294A diese Arbeit 
RU11/965 SmR motA R90A fliG E300A diese Arbeit 
RU11/966 SmR motA R90A fliG S301A diese Arbeit 
RU11/967 SmR motA R90A fliG S301D diese Arbeit 
RU11/968 SmR motA R90A fliG S301R diese Arbeit 
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RU11/969 SmR motA R90A fliG D302K diese Arbeit 
RU11/970 SmR motA R90A fliG N311R diese Arbeit 
RU11/971 SmR motA R90E fliG R294D diese Arbeit 
RU11/972 SmR motA R90E fliG S301A diese Arbeit 
RU11/973 SmR motA R90E fliG S301C diese Arbeit 
RU11/974 SmR motA R90E fliG S301K diese Arbeit 
RU11/975 SmR motA R90E fliG S301T diese Arbeit 
RU11/976 SmR motA R90E fliG D302A diese Arbeit 
RU11/977 SmR motA R90E fliG D302K diese Arbeit 
RU11/978 SmR motA R90E fliG N311R diese Arbeit 
RU11/979 SmR motA E98Q fliG R277E diese Arbeit 
RU11/980 SmR motA E98Q fliG R294A diese Arbeit 
RU11/981 SmR motA E98Q fliG S301D diese Arbeit 
RU11/982 SmR motA E98K fliG R277E diese Arbeit 
RU11/983 SmR motA E98K fliG R294A diese Arbeit 
RU11/984 SmR motA E98K fliG R294V diese Arbeit 
RU11/985 SmR motA R90A fliG E300A S301D diese Arbeit 
RU11/986 SmR motA R90A fliG E300A S301R diese Arbeit 
RU11/987 SmR motA R90E fliG E300A S301D diese Arbeit 
RU11/988 SmR motA R90E fliG E300A S301R diese Arbeit 
RU11/989 SmR motA E98Q fliG E300A S301D diese Arbeit 
RU11/990 SmR motA E98Q fliG E300A S301R diese Arbeit 
RU11/991 SmR fliF-fliG-Fusion diese Arbeit 
1) gemäß der Nomenklatur nach Bachmann, 1990 
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Tab.2. Plasmide 




KmR lacZ mob 
 
Schäfer et al., 1994 








   
in vitro Rekombinanten eines 588 bp-EcoRI/HindIII–motA-Fragments mit pK18mobsacB 
pRU2475 motA AGG ? GCA (R90A) diese Arbeit 
pRU2476 motA AGG ? AAG (R90K) diese Arbeit 
pRU2477 motA AGG ? GAG (R90E) diese Arbeit 
pRU2478 motA GAG ? CAG (E98Q) diese Arbeit 
pRU2479 motA GAG ? GAC (E98D) diese Arbeit 
pRU2480 motA GAG ? AAG (E98K) diese Arbeit 
pRU2481 motA AGG/GAG ? GCA/CAG (R90A E98Q) diese Arbeit 
pRU2482 motA AGG/GAG ? AAG/CAG (R90K E98Q) diese Arbeit 
pRU2483 motA AGG/GAG ? GCA/GAC (R90A E98D) diese Arbeit 
   
in vitro Rekombinanten eines 620 bp-HindIII/EcoRI–fliG-Fragments mit pK18mobsacB 
pRU2650 fliG AGA ? GCG (R277A) diese Arbeit 
pRU2651 fliG AGA ? GAA (R277E) diese Arbeit 
pRU2652 fliG CGC ? GCC (R294A) diese Arbeit 
pRU2653 fliG CGC ? GAC (R294D) diese Arbeit 
pRU2654 fliG CGC ? AAG (R294K) diese Arbeit 
pRU2655 fliG CGC ? GTC (R294V) diese Arbeit 
pRU2656 fliG GAA ? GCC (E300A) diese Arbeit 
pRU2657 fliG GAA ? CGC (E300R) diese Arbeit 
pRU2658 fliG TCG ? GCC (S301A) diese Arbeit 
pRU2659 fliG TCG ? TGC (S301C) diese Arbeit 
pRU2660 fliG TCG ? GAC (S301D) diese Arbeit 
pRU2661 fliG TCG ? AAG (S301K) diese Arbeit 
pRU2662 fliG TCG ? CGC (S301R) diese Arbeit 
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pRU2663 fliG TCG ? ACG (S301T) diese Arbeit 
pRU2664 fliG GAC ? GCC (D302A) diese Arbeit 
pRU2665 fliG GAC ? GAG (D302E) diese Arbeit 
pRU2666 fliG GAC ? AAG (D302K) diese Arbeit 
pRU2667 fliG AAT ? CGC (N311R) diese Arbeit 
pRU2668 fliG GAT ? GCG (D314A) diese Arbeit 
pRU2669 fliG GAT ? CGC (D314R) diese Arbeit 
pRU2670 fliG CGC/TCG ? GCC/GAC (R294A S301D) diese Arbeit 
pRU2671 fliG CGC/GAC ? GCC/GCC (R294A D302A) diese Arbeit 
pRU2672 fliG GAA/TCG ? GCC/GAC (E300A S301D) diese Arbeit 
pRU2673 fliG GAA/TCG ? GCC/CGC (E300A S301R) diese Arbeit 
pRU2674 fliG GAA/TCG ? CGC/GAC (E300R S301D) diese Arbeit 
pRU2675 fliG GAA/TCG ? CGC/CGC (E300R S301R) diese Arbeit 
pRU2676 fliG TCG/GAC ? GAC/GCC (S301D D302A) diese Arbeit 
pRU2677 fliG TCG/GAC ? GAC/AAG (S301D D302K) diese Arbeit 
   
Plasmide für die Erzeugung einer fliF-fliG-Fusionsmutante 
pRU2678 KmR; 608 bp EcoRI / HindIII-Fragment von 
RU11/001 fliF (eingeführte BamHI / XbaI- 
Restriktionsschnittstellen) in pK18mobsacB  
diese Arbeit 
(s.Abb.25) 
pRU2679 ApR; 1063 bp BamHI / XbaI-Fragment von 
RU11/001 fliG in pUCBM20 
diese Arbeit 
(s.Abb.25) 
pRU2680 KmR; 1650 bp EcoRI / HindIII-Fragment in 
pK18mobsacB; Derivat von pRU2674 mit 
BamHI / XbaI-Fragment aus pRU2675 
diese Arbeit 
(s.Abb.25) 
   
Plasmide für plasmid rescue tags und gewonnene Sequenzen 
pRU2681 KmR; TcR; 524 bp PstI / HindIII-Fragment von 
R.lupini. in pK18mobsacB, 1. rescue tag 
diese Arbeit 
pRU2682 KmR; TcR; 1,5 kb PstI / HindIII-Fragment von 
R.lupini in pK18mobsacB, 1. rescue Produkt 
diese Arbeit 
pRU2683 KmR; TcR; 484 bp HindIII / PstI -Fragment von 
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pRU2684 KmR; TcR; 1,4 kb HindIII / PstI -Fragment von 
R.lupini in pK18mobsacB, 2. rescue Produkt 
diese Arbeit 




2.2.     Verwendete Oligonukleotide 
 
Die verwendeten Primer wurden von den Firmen Metabion, Biomers und Qiagen bezogen. 
Die für PCR-Mutagenese und Sequenzierungen verwendeten Primer sind in Tab.3 
zusammengestellt. 
 
Tab. 3. Primer für PCR-Mutagenese und Sequenzierung 
Bezeichnung Sequenz 5´ ? 3´ Verwendung 
RlupPstI GTA CAC TGC AGG TGA AGA TCA CAC GTG Herstellung eines tag (1.plasmid 
rescue R.l. H13-3) 
RldownHindIII GAC TCA AGC TTG AAC TGG CGT CCA TC Herstellung eines tag (1.plasmid 
rescue R.l. H13-3) 
Rescue2up CAT GCA AGC TTC ACG CTC GAA TTG CTC 
GTC 
Herstellung eines tag (2.plasmid 
rescue R.l. H13-3) 
Rescue2down CTA GAC TGC AGC GGC CGC ACG CGT CCA 
TCA TGG CG 
Herstellung eines tag (2.plasmid 
rescue R.l. H13-3) 
RLCSeqN CAC ATC CCG CGC GAC GAG Sequenzierung von pRU2682 
Rlc1 CCG CTG CTG CGG CAC CAC Sequenzierung von pRU2350 
Rlc2 GCC CTC TTC CTT GTC CAC Sequenzierung von pRU2350 
Rlc3 CTT TGA AGA AGA GAC GAT G Sequenzierung von pRU2350 
Rlc4 CCG TTG GCG GAT GTC GAC Sequenzierung von pRU2350 
Rlc5 CAT AGC GCC TAT TAC ATG Sequenzierung von pRU2682  
Rlc6 CTC ATC CTC AGC CTT GTG Sequenzierung von pRU2684 
Rlc7 ACG CAG CCT TAG CGA CAG Sequenzierung von pRU2350 
3HPF1seq AAT TCG GAA GGC GCA ATG Sequenzierung von pRU2352 
3HPM1seq GAC GAT CTC ATG TTC ATG Sequenzierung von pRU2352 
3HPF2 ACT ATC GAT CGA GAC TTG Sequenzierung von pRU2352 
3HPM2 TCC CGC GAG GTG CCG ATC Sequenzierung von pRU2352 
3,5HPF1seq CAC TGT TCG GGC GTG GTC Sequenzierung von pRU2352 
3,5HPM1seq GTA CTC ATT ACT TCA ATC Sequenzierung von pRU2352 
3,5HPF2 CAC CAC CAT GGG CGA TTC Sequenzierung von pRU2352 
3,5HPM2 CTT CGT AGC CAT GCG CTG Sequenzierung von pRU2352 
R2352seq CTT CAT GCG GAC TGT CAC Sequenzierung von pRU2352 
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2352seq1 TGT GCG AAA CTG GCT GC Sequenzierung von pRU2352 
RlI1 CAT GTT TCG TTT CAG AAC Sequenzierung von pRU2352 
RlI2 TCG CAC GCT CCA TGT TTG Sequenzierung von pRU2352 
RlI3 CCT TCA GCT GAA TCT GAC Sequenzierung von pRU2352 
R1 CTG AAC CAG CAC GTC CAG Sequenzierung von pRU2352 
R2 GAT ATA TTC GAC GTC TAT C Sequenzierung von pRU2352 
R3 GAG GTC CGA TTC GAT CAT G Sequenzierung von pRU2352 
R4 GGC CAT GGA CGT GCC GAG Sequenzierung von pRU2352 
F1 CTA CAG CGA ATT CCT GCC Sequenzierung von pRU2352 
F2 CTG CTC AAG ACC TCC ATC Sequenzierung von pRU2352 
F3 GAG CTC GAC CAG GCT ATC Sequenzierung von pRU2352 
F4 CAC GCA GCA CGA ATT GCA G Sequenzierung von pRU2352 
F5 AGT CTC ATC GAC CTG ATG Sequenzierung von pRU2352 
F6 TAG CTG AGC TCG TTC ATC Sequenzierung von pRU2352 
F7 CCT TGC CTG AAG CGT GTC Sequenzierung von pRU2352 
FliGMutC GAC TCG AAT TCG CGA GGG AAT CGT G Außenprimer für Aminosäure-
Austausch-Mutanten fliG 




FliG R277A CAT GGC GCT CGC GGG TTC TG Innenprimer für fliG R277A 
FliGR277E CAT GGC GCT CGA AGG TTC TG Innenprimer für fliG R277E 
FliGR277Eanti CAG AAC CTT CGA GCG CCA TG Innenprimer für fliG R277E 
FliG R294A CAT CGG CGC CGC CCA GCG GCG Innenprimer für fliG R294A 
294 overlap CGC CGC TGG GCG GCG CCG ATG Innenprimer für fliG R294A 
FliGR294D CAT CGG CGC CGA CCA GCG GCG Innenprimer für fliG R294D 
FliGR294Danti CGC CGC TGG TCG GCG CCG ATG Innenprimer für fliG R294D 
R294K CAT CGG CGC CAA GCA GCG GCG Innenprimer für fliG R294K 
R294Kanti CGC CGC TGC TTG GCG CCG ATG Innenprimer für fliG R294K 
FliGR294V CAT CGG CGC CGT CCA GCG GCG Innenprimer für fliG R294V 
FliGR294Vanti CGC CGC TGG ACG GCG CCG ATG Innenprimer für fliG R294V 
FliG E300A CGC ATG ATC GCC TCG GAC CTC Innenprimer für fliG E300A 
E300R CGC ATG ATC CGC TCG GAC CTC Innenprimer für fliG E300R 
E300Ranti GAG GTC CGA GCG GAT CAT GCG Innenprimer für fliG E300R 
FliG S301A CAT GAT CGA AGC CGA CCT CGC C Innenprimer für fliG S301A 
S301C CAT GAT CGA ATG CGA CCT CGC C Innenprimer für fliG S301C 
S301Canti GGC GAG GTC GCA TTC GAT CAT G Innenprimer für fliG S301C 
FliG S301D CAT GAT CGA AGA CGA CCT CGC C Innenprimer für fliG S301D 
301D overlap GGC GAG GTC GTC TTC GAT CAT G Innenprimer für fliG S301D 
S301K CAT GAT CGA AAA GGA CCT CGC C Innenprimer für fliG S301K 
S301Kanti GGC GAG GTC CTT TTC GAT CAT G Innenprimer für fliG S301K 
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FliGS301R CAT GAT CGA ACG CGA CCT CGC C Innenprimer für fliG S301R 
FliGS301Ranti GGC GAG GTC GCG TTC GAT CAT G Innenprimer für fliG S301R 
S301T CAT GAT CGA AAC GGA CCT CGC C Innenprimer für fliG S301T 
S301Tanti GGC GAG GTC CGT TTC GAT CAT G Innenprimer für fliG S301T 
FliGD302A GAT CGA ATC GGC CCT CGC CGC C Innenprimer für fliG D302A 
302A overlap GGC GGC GAG GGC CGA TTC GAT C Innenprimer für fliG D302A 
D302E GAT CGA ATC GGA GCT CGC CGC C Innenprimer für fliG D302E 
D302E anti GGC GGC GAG CTC CGA TTC GAT C Innenprimer für fliG D302E 
FliGD302K GAT CGA ATC GAA GCT CGC CGC C Innenprimer für fliG D302K 
FliGD302Kanti GGC GGC GAG CTT CGA TTC GAT C Innenprimer für fliG D302K 
FliG N311R CGG CAT CCG CCC CCG CGA TAT C Innenprimer für fliG N311R 
D314A CAA TCC CCG CGC GAT CGC GAT C Innenprimer für fliG D314A 
D314A anti GAT CGC GAT CGC GCG GGG ATT G Innenprimer für fliG D314A 
D314R CAA TCC CCG CCG CAT CGC GAT C Innenprimer für fliG D314R 
D314R anti GAT CGC GAT GCG GCG GGG ATT G Innenprimer für fliG D314R 
E0A/S1D CGC ATG ATC GCC GAC GAC CTC GCC Innenprimer für fliG 
E300A/S301D 
E0A/S1Danti GGC GAG GTC GTC GGC GAT CAT GCG Innenprimer für fliG 
E300A/S301D 
E300A/S301R CGC ATG ATC GCC CGC GAC CTC GCC Innenprimer für fliG 
E300A/S301R 
E300A/S301R anti GGC GAG GTC GCG GGC GAT CAT GCG Innenprimer für fliG 
E300A/S301R 
E300R/S301D CGC ATG ATC CGC GAC GAC CTC GCC Innenprimer für fliG 
E300R/S301D 
E300R/S301D anti GGC GAG GTC GTC GCG GAT CAT GCG Innenprimer für fliG 
E300R/S301D 
E300R/S301R CGC ATG ATC CGC CGC GAC CTC GCC Innenprimer für fliG 
E300R/S301R 
E300R/S301R anti GGC GAG GTC GCG GCG GAT CAT GCG Innenprimer für fliG 
E300R/S301R 




GGC GGC GAG GGC GTC TTC GAT CAT G Innenprimer für fliG 
S301D/D302A 
MotACMut TCA CAT AAG CTT GAT GAC GCC GAG AAC Außenprimer für Aminosäure-
Austausch-Mutanten motA 
MotANMut CGG ATT GAA TTC ACG ATC GCG ACA G Außenprimer für Aminosäure-
Austausch-Mutanten motA 
MotAR90A GCG ACC TGG CAA CAA AAT C Innenprimer für motA R90A 
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MotAR90Aanti GAT TTT GTT GCC AGG TCG C Innenprimer für motA R90A 
MotAR90E GCG ACC TGG AGA CAA AAT C Innenprimer für motA R90E 
MotAR90Eanti GAT TTT GTC TCC AGG TCG C Innenprimer für motA R90E 
R90K GCG ACC TGA AGA CAA AAT C Innenprimer für motA R90K 
R90K anti GAT TTT GTC TTC AGG TCG C Innenprimer für motA R90K 
MotAE98Q CGA GAT CCA GAG CCA CAT C Innenprimer für motA E98Q 
MotAE98Qanti GAT GTG GCT CTG GAT CTC G Innenprimer für motA E98Q 
MotAE98K CGA GAT CAA GAG CCA CAT C Innenprimer für motA E98K 
MotAE98Kanti GAT GTG GCT CTT GAT CTC G Innenprimer für motA E98K 
E98D CGA GAT CGA CAG CCA CAT C Innenprimer für motA E98D 
E98D anti GAT GTG GCT GTC GAT CTC G Innenprimer für motA E98D 
FNfus CCG CTT GGA ATT CAG CTG GGC TTC GGC 
GGA C 
Fusion fliF-fliG 
FCfus GAA GAT AAA GCT TAA TGC AAC TCC GGA 
AC 
Fusion fliF-fliG 
Fdown GAT CCA AGA TGC CGT CTA GAA CCT GAA 
TTG GAA 
Fusion fliF-fliG 
Fup CTA GAC GGC ATC TTG GAT CCC GCT CGG 
TCG ACT 
Fusion fliF-fliG 
GNfus CGG GGA TGG ATC CAT GAC Fusion fliF-fliG 
GCfus CAA ACG CGA TCT AGA GGC AGG CTG GAG 
GCG TC 
Fusion fliF-fliG 
G74 CTG TTG AAA TTC TTC AC Sequenzierung des 
Fusionskonstrukts 
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2.3.     Chemikalien und Enzyme 
 
In Tab.4 sind die verwendeten Chemikalien, Enzyme und kommerzielle Quellen 
aufgeführt. 
 
Tab.4. Herkunft von Chemikalien und Enzymen 
Chemikalie / Enzym Quelle 
Acrylamid Roth (Karlsruhe) 
Agarose Amresco (Solon, OH, USA) 
Ampicillin Serva (Heidelberg) 
Bacto Agar BD (Heidelberg) 
Bacto Yeast Extract BD (Heidelberg) 
Biotin Sigma (München) 
Bromphenolblau Sigma (München) 
BSA New England Biolabs (Frankfurt/Main) 
Cellulose-Acetat-Filter (Porengröße 0,45 µm) Sartorius AG (Göttingen)  
CHES AppliChem (Darmstadt) 
Desoxynucleotidtriphosphate Roth (Karlsruhe) 
DNA Isolation Kit AppliChem (Darmstadt) 
ECL (enhanced chemoluminescence detection) 
direct nucleic acid labelling and detection system 
Amersham Pharmacia Biotech 
(Buckinghamshire) 
ECL (enhanced chemoluminescence detection) 
Western blotting kit 
Amersham Pharmacia Biotech 
(Buckinghamshire) 
Ethidiumbromid Serva (Heidelberg) 
GFX PCR (DNA and gel band purification kit) Amersham (New York) 
Hyperfilm ECL High performance 
chemiluminescence film 
Amersham Pharmacia Biotech 
(Buckinghamshire) 
IPTG AppliChem (Darmstadt) 
Kanamycin Serva (Heidelberg)  
Neomycin Sigma (München)  
Nucleo Spin Plasmid Kit Macherey Nagel (Düren) 
Phenol AppliChem (Darmstadt) 
Proteinase K Sigma (München) 
QIAEX Gel Extraction Kit II Qiagen (Hilden) 
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Restriktionsenzyme New England Biolabs (Frankfurt/Main) 
RNaseA Roche (Basel) 
SDS Serva (Heidelberg) 
T4-DNA-Ligase Invitrogen (Karlsruhe) 
TEMED Sigma (München) 
Tetracyclin Roche (Basel) 
Tris USB (Cleveland, OH, USA) 
Tryptone Peptone BD (Heidelberg) 
Tween 20  Roth (Karlsruhe) 
Vent DNA Polymerase New England Biolabs (Frankfurt/Main) 
Whatman 3MM Filterpapier Whatman (Wiesloch) 
X-Gal AppliChem (Darmstadt) 
Xylencyanol SERVA (Heidelberg) 
 




2.4.     Nährmedien und Antibiotika 
 
2.4.1.    Medien für die Anzucht von E.coli 
 
LB0 (Luria broth) 
Tryptone Peptone 10 g 
Yeast Extract 5 g 
NaCl 5 g 
H2O ad 1 l 
pH 7,2 mit NaOH einstellen  
für LB0-Platten: 15 g Agar 
  
LB-X-Gal-Indikatorplatten: 20 µg/ml X-Gal 
(Blauweiß screening) 25 mM IPTG 
 
TB (Tryptone broth) 
Tryptone Peptone 10 g 
Yeast Extract 1 g 
NaCl 5 g 
H2O ad 1l 
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Eingesetzte Endkonzentrationen von Antibiotika (E.coli) 
Ampicillin 100 µg/ml 




2.4.2.    Medien für die Anzucht von S.meliloti 
 
Bromfield-Medium 
Tryptone Peptone 400 mg 
Yeast Extract 100 mg 
CaCl2 x 6 H2O 100 mg 
H2O ad 1 l 
für Bromfield-Platten: 15 g Agar 
für Bromfield-Schwärmplatten: 3 g Agar 
für Selektion auf Fehlen von sacB: 100 g Saccharose 
 
TYC (Tryptone Yeast Extract / Calcium) 
Tryptone Peptone 5 g 
Yeast Extract 3 g 
CaCl2 x 6 H2O 1,3 g 
H2O ad 1 l 
für TYC-Platten: 15 g Agar 
 
RB (Rhizobium  Basal Medium) 
  Stammlösung Endkonzentration 
    
NaCl 0,1 ml 1 M 0,1 mM 
Na2MoO4 0,1 ml 100 mM 0,01 mM 
K2HPO4 6,1 ml 1 M 6,1 mM 
KH2PO4 3,9 ml 1 M 1,0 mM 
(NH4)2SO4 1,0 ml 1 M 1,0 mM 
FeSO4 in 1 N HCl 0,01 ml 100 mM 0,001 mM 
für Prolin-Schwärmplatten:  2,7 g Agar 
H2O ad 990 ml   
autoklavieren, danach zugeben:   
MgSO4 1,0 ml 1 M 1,0 mM 
CaCl2 0,1 ml 1 M 0,1 mM 
Biotin 1,0 ml 2 mg/ml 2 µg/ml 
H2O ad 1 l   
für Prolin-Schwärmplatten:   
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Eingesetzte Endkonzentrationen von Antibiotika (S.meliloti) 
Neomycin 120 µg/ml 




2.5.     Puffer und Lösungen 
 
2.5.1.    Lösungen für Mini-/Midi-Plasmidisolierung 
 
• GET: Glucose 50 mM 
 Tris/HCl pH 7,0 25 mM 
 EDTA 10 mM 
 RNase A 250 µg/ml 
   
• Lyse-Lösung: NaOH 0,2 M 
 SDS 1 % (w/v) 
   
• 7,5 M (NH4)2Ac   
   
• 70 % EtOH   
   
• EtOH abs.   
   
• 3M NaAc   
   
• Phenol/Chloroform 1:1   
 
 
2.5.2.    Lösungen für genomische DNA-Isolierung aus S.meliloti 
 
• 5 % Natrium-N-Laurylsarcosin   
   
• 3 M NaAc   
   
• Chloroform/Isoamylalkohol 24:1   
   
• 25 mM EDTA   
   
• TE 10.1: Tris/HCl pH 8,0 10 mM 
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2.5.3.    Lösungen für DNA-Auftrennung (Agarosegelelektrophorese) 
 
• TAE (50 x): Tris/Acetat pH 8,0 2 M 
 EDTA pH 8,0 50 mM 
   
• DNA Gel – Ladepuffer: Glycerin 50 % 
 EDTA 10 mM 
 Bromphenolblau 0,2 % 
 Xylencyanol 0,2 % 
 TAE 1 x 
 
 
2.5.4.    Lösungen für DNA-Transfer und DNA-Hybridisierung  
 
• 20 x SSC: NaCl 175,3 g 
 Na3-Citrat 88,2 g 
 H2O ad 800 ml 
 pH 7,0 mit NaOH einstellen 
   
• Depurinierungslösung: HCl 0,25 M 
   
• Denaturierungslösung: NaCl 1,5 M 
 NaOH 0,5 M 
   
• Neutralisierungslösung: NaCl 1,5 M 
 Tris/HCl pH 7,5 0,5 M 
   
• Primärer Waschpuffer : SDS 0,4 % 
 SSC 0,5 x 
   
• Sekundärer Waschpuffer: SSC 2 x 
 
 
2.5.5.    Lösungen zur Auftrennung von Proteinen 
 
 Trenngel 10 % Sammelgel 
H2O 
38 % Acrylamid / 2 % Bisacrylamid 
1,5 M Tris 
10 % SDS 
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• Laufpuffer (5 x): Tris 30,2 g 
 Glycin 188 g 
 10 % SDS 100 ml 
 H2O ad 2 l 
   
• Probenpuffer (2 x): 1,5 M Tris pH 6,8 1,4 ml 
 87 % Glycerin 23 ml 
 10 % SDS 0,5 ml 
 H2O 35 ml 
   
• SDS-Ladepuffer: 10 % SDS 4 ml 
 Probenpuffer (2 x) 5,3 ml 
 0,5 % Bromphenolblau 250 µl 
 
 
2.5.6.    Lösungen zum Transfer von Proteinen: 
 
• PBS: NaCl 5,84 g 
 Na2HPO4 x 2 H2O 14,24 g 
 NaH2PO4 x H2O 2,76 g 
 H2O ad 1 l 
 Auf pH 7,5 einstellen  
   
• Blot-Puffer: Tris 11,65 g 
 Glycin 5,86 g 
 Methanol 400 ml 
 H2O ad 2 l 
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3.     Methoden 
 
 
3.1.     Kultivierung von Bakterien 
 
3.1.2.    Anzucht und Lagerung von E.coli 
 
Ausgehend von einer Einzelkolonie, wurden E.coli-Zellen in LB-Flüssigmedium (unter 
selektiven Bedingungen mit geeigneten Antibiotika wie Ampicillin, Kanamycin oder 
Tetracyclin) bei 37°C angezogen. Das Wachstum wurde photometrisch bei einer 
Wellenlänge von 600 nm (OD600) verfolgt. Die Anzucht auf Agarplatten erfolgte aerob bei 
37°C im Brutschrank (Memmert, Schwabach). Motile RP437-Zellen zur Untersuchung des 
Schwimmverhaltens wurden gewonnen, indem ein Erlenmeyerkolben mit 40 ml TB-
Medium mit 200 µl stationärer ÜN-Kultur beimpft und für etwa 4 h im Schüttelwasserbad 
bei 30°C inkubiert wurde. 
 Zum Anlegen von Glycerinkulturen wurden aus einer frischen ÜN–Kultur 750 µl der 




3.1.3    Anzucht und Lagerung von S. meliloti 
 
Zellen zur DNA-Isolierung wurden in TYCSm-Vollmedium bei 30°C über 2 Tage 
angezogen. Die Anzucht motiler Zellen für die Untersuchung des Schwimmverhaltens 
erfolgte auf Bromfield-Agarplatten, die mit 10 ml RB-Flüssigmedium überschichtet 
wurden. Das Flüssigmedium auf den Platten wurde mit 50 µl aus einer stationären TYCSm-
Kultur angeimpft. Anschließend erfolgte eine Inkubation von 14-18 Stunden bei 30°C im 
Brutschrank. So erhielt man einen sehr hohen Anteil motiler Zellen bei einer OD600 von 0,1 
bis 0,2 (entsprechend 1,2 - 2,3 x 108 Zellen/ml). 
Für Selektionszwecke erfolgte die Anzucht auf TYC-Agarplatten, die mit Neomycin und 
Streptomycin supplementiert waren. 
Das Anlegen von Glycerinkulturen wurde, wie bei E.coli beschrieben, aus einer stationären 
2 Tage-Kultur in Vollmedium durchgeführt. 
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3.2.     Isolierung und Reinigung von Nukleinsäuren 
 
3.2.1.    Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Zellen (Mini-Plasmidisolierung) 
 
Plasmid-DNA in Mengen bis zu 100 µg wurden durch alkalische Lyse nach der Methode 
von Li & Schweizer (1993) mit folgenden Modifikationen gewonnen. Es wurden 1,5 ml 
einer frischen ÜN-Kultur 1 min in einer Eppendorf-Zentrifuge sedimentiert. Das Bak-
teriensediment wurde in 200 µl GET aufgenommen, mit 400 µl frischer Lyse-Lösung 
versetzt und mehrmals geschüttelt. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurden 300 µl einer   
7,5 M Ammoniumacetat-Lösung zugesetzt, gemischt, erneut 10 min auf Eis inkubiert und 
in einer Eppendorf-Zentrifuge bei 4°C 10 min sedimentiert. Der klare Überstand wurde zur 
Fällung der DNA in 500 µl eisgekühltes Isopropanol überführt, gemischt und 5 min bei RT 
inkubiert. Anschließend wurde für 5 min zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge, 14.000 
Upm, 4°C), das DNA-Präzipitat mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und nach dem 
Trocknen in 20 µl H2O gelöst. Um DNA mit hohem Reinheitsgrad für Sequenzanalysen zu 
erhalten, wurde der NucleoSpin plus Kit (MACHEREY-NAGEL, Düren) nach der 
Anleitung des Herstellers verwendet.  
 
 
3.2.2.    Midi-Plasmidisolierung aus E.coli-Zellen 
 
Bakterien aus einer 100 ml-ÜN-Kultur wurden 10 min bei 4°C durch Zentrifugation bei 
7.000 Upm (GSA-Rotor, Sorvall-Kühlzentrifuge) sedimentiert und in 3 ml GET 
resuspendiert. Nach Zugabe von 8 ml Lyse-Lösung wurde 10 min auf Eis inkubiert, 4,5 ml 
7,5 M Ammoniumacetat-Lösung hinzugegeben und erneut 15 min auf Eis inkubiert. Die 
gefällten Proteine wurden durch 15 min Zentrifugation bei 4°C und 18.000 Upm 
abgetrennt (SS34-Rotor, Sorvall-Kühlzentrifuge). Nach Waschen in 5 ml 70 % Ethanol 
und Trocknen wurde das DNA-Sediment in 4 ml TE gelöst, mit 4 ml Phenol/Chloroform 
(1:1) versetzt, gut gemischt und 10 min bei RT und 5.000 Upm in einer Hettich-
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die klare obere Phase wurde abpipettiert, mit 1/10 Volumen 
3 M Natriumacetat und 2 M Volumen Ethanol abs. versetzt, gemischt und 20 min bei 4°C 
gefällt. Die DNA wurde durch Zentrifugation für 10 min bei RT und 5000 Upm 
sedimentiert (Hettich) und in 400 µl TE gelöst. Durch Zugabe von 40 µl 3 M 
Natriumacetat und 800 µl Ethanol abs. wurde die DNA erneut 20 min bei 4°C gefällt, dann 
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3.2.3.    Isolierung chromosomaler DNA aus S.meliloti-Zellen 
 
Zur Gewinnung chromosomaler DNA wurden 4 ml einer 2 d-Kultur 8 min bei RT und 
5.000 Upm zentrifugiert, und das Zellsediment in 25 mM EDTA pH 8,0 aufgenommen. 
Anschließend wurden die Zellen nach Zugabe von 400 µl 20 % Saccharose / 10.1. TE für 
30 min bei -20°C eingefroren. Der Ansatz wurde bei RT aufgetaut und mit 100 µg/ml 
RNase und 40 mg/ml Lysozym für 45 min bei 37°C inkubiert. Es wurden 150 µl 5 % 
Natrium-N-Laurylsarcosin und 400 µg/ml Proteinase K zugesetzt und ÜN bei 55°C 
inkubiert. Der Ansatz wurde mit 100 µl 3 M Natriumacetat versetzt und zweimal mit 1 
Volumen Phenol und einmal mit 1 Volumen CIA extrahiert. Der Überstand wurde zur 
Fällung der DNA mit 1 Volumen Isopropanol gemischt, 5 min bei RT inkubiert und 5 min 
bei RT abzentrifugiert. Nach Waschen des Präzipitats mit 1 ml 70 % Ethanol und 
Trocknen bei RT wurde die DNA in 50 µl TE gelöst. 
 
 
3.2.4.    Auftrennung von DNA durch Agarosegelelektrophorese 
 
DNA-Fragmente wurden in 1 bis 1,2 %-igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. 
Als Laufpuffer diente 1 x TAE. Die Elekrophorese erfolgte bei einer Spannung von 120 V. 
Durch Zugabe von Ethidiumbromid zur Gel-Lösung (1 µg/ml Endkonz.) konnten die 
DNA-Fragmente im Gel auf einem UV-Leuchtschirm betrachtet werden. Zur Bestimmung 
der Fragmentgrößen diente ein mitaufgetragener Längenstandard.  
 
 
3.2.5.    Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen und Reinigung 
 
Unter UV-Licht wurden die entsprechenden Banden mit einem Skalpell aus dem 
Agarosegel ausgeschnitten und zur Isolierung der DNA in ein ERG überführt. Die 
Reinigung erfolgte mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden), dem 
AppliChem DNA Isolation Kit (AppliChem, Darmstadt) für anschließende Klonierungen 
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oder dem GFX PCR DNA and gel band purification kit (Amersham, New York) für 




3.3.     Enzymatische Modifizierung von DNA 
 
3.3.1.    Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen 
 
Für die Restriktion von DNA wurden zwischen 0,1 µg bis 30 µg DNA mit dem 
entsprechenden Enzym im zugehörigen Puffer der Firma NEB für 1-3 h bei 37 °C verdaut. 
In der Regel wurden für 0,5 µg DNA drei Einheiten des Enzyms verwendet. Zusätzlich 
wurde 1 µg/ml BSA (Endkonz.) eingesetzt.  
 
 
3.3.2.    Ligieren von DNA–Fragmenten mit Vektor-DNA 
 
Für die Ligierung wurde folgender Standardansatz verwendet: 
   5-10 µl  Fragment-DNA (100-500 ng) 
   0,5-2 µl Vektor-DNA (50-100 ng) 
   4 µl  5 x Ligase-Puffer 
   1,5 µl  T4-Ligase 
   ad 20 µl mit H2O 
 
Der Ansatz wurde bei RT 3 h oder bei 10-12°C ÜN inkubiert und anschließend direkt zur 
Transformation verwendet.  
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3.4.     Transformation von E.coli 
 
Kompetente Zellen von E.coli DH10B und S17-1 wurden nach der Vorschrift von Maniatis 
et al. (1982) hergestellt. 
Zur Transformation wurden die kompetenten Zellen 10 min auf Eis aufgetaut. Nach 
Zugabe von 10 µl Ligierungsansatz wurde 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein 
Hitzeschock-Schritt für 90 sec bei 42°C. Der Ansatz wurde 1 min auf Eis abgekühlt, die 
Zellen in 3 ml LB ohne Antibiotikum überführt und 90 min im Roller bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurde der Ansatz 5 min bei RT und 5.000 Upm zentrifugiert. Das 
Bakteriensediment wurde in 100 µl Medium aufgenommen und auf Agaroseplatten mit 
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Falls das verwendete Plasmid eine Blau-Weiß-
Selektion ermöglichte, wurden die Platten für  E.coli DH10B mit 40 µl X-Gal (20 mg/ml) 




3.5.     Plasmid rescue 
 
Die Methode des Plasmid rescue diente zur Isolierung unbekannter DNA-Sequenzen mit 
Hilfe bekannter flankierender Sequenzen. Dazu wurde zunächst die flankierende Sequenz 
mittels PCR amplifiziert und so modifiziert, daß das amplifizierte Fragment an einem Ende 
eine PstI-Schnittstelle trägt, am anderen Ende eine HindIII-Schnittstelle. Mit Hilfe dieser 
Schnittstellen wurde das amplifizierte Fragment in den rescue Vektor kloniert. Dieser 
besteht aus dem Vektor pK18mobsacB, in den eine Tetracyclinkassette mit den 
Restriktionsschnittstellen EcoRI und HindIII kloniert wurde. Die Tetracyclinkassette 
vermittelt in E.coli Tetracyclinresistenz. E.coli DH10B wurde mit dem Konstrukt aus 
rescue Vektor und amplifiziertem Fragment transformiert. Das Konstrukt wurde durch 
Sequenzierung überprüft, dann wurde E.coli S17-1 damit transformiert; Transformanten 
wurden für den konjugativen Transfer des Plasmids mit R.lupini H13-3 (RU 12/001) 
konjugiert. Alle Transkonjuganten, die auf TYCSmNm-Platten wuchsen, hatten das Plasmid 
in ihr Genom integriert, Rekombination erfolgte an der homologen Sequenz, die dadurch 
verdoppelt wurde. Die angrenzenden, unbekannten Gene wurden isoliert, indem 
genomische DNA dieser Transkonjuganten mit einem geeigneten Restriktionsenzym (je 
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nach gewünschter Leserichtung PstI oder HindIII) geschnitten, religiert, und E.coli DH10B 
mit dem Religationsansatz transformiert wurde. Die Selektion erfolgte auf LBTet , so daß 
nur Transformanten wachsen konnten, die das Plasmid pK18mobsacB mit 




3.6.     PCR-Methoden 
 
Die Amplifizierung von DNA durch PCR (Saiki et al., 1986) diente zur raschen 
Gewinnung von DNA-Fragmenten zu Analysezwecken oder Klonierungen. Als Matrizen-
DNA wurden genomische S.meliloti-DNA oder Plasmide, die subklonierte, genomische 
DNA-Fragmente aus S.meliloti enthielten, verwendet. Für die Herstellung von Fragmenten 
für die PCR-Allelenaustauschmutagenese und zur Überprüfung von Kreuzungen wurde die 
Vent DNA Polymerase verwendet, die eine proof reading Aktivität besitzt und sich damit 
durch eine Reduktion der Fehlerrate auszeichnet.  
Die erforderlichen Primer wurden so gewählt, daß der hybridisierende Bereich jeweils ca. 
18 Nukleotide betrug. 
PCR-Reaktionen wurden in einem Thermal Cycler TC 480 (PERKIN ELMER, 
Weiterstadt) durchgeführt, als Reaktionsgefäße dienten ultradünne PCR tubes (BIOZYM, 
Hess. Oldendorf). 
 
Folgender Standardansatz wurde verwendet: 
Ansatz A Ansatz B 




2 mM dNTPs 5 µl upstream Primer 0,5 µl (50 pmol) 
H2O ad 40 µl downstream Primer 0,5 µl (50 pmol) 
  Polymerase 0,4 µl (1,5 U) 
Überschichten mit sterilem Paraffinöl H2O ad 10 µl 
 
Die Amplifizierungsreaktion wurde nach der hotstart Methode durchgeführt. Der Ansatz 1 
wurde dabei zuerst auf 95°C erhitzt und erst nach Erreichen dieser Temperatur der    
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Ansatz 2 hinzupipettiert. Dadurch verminderte sich die Bildung unspezifischer 
Amplifikationsprodukte, und die Ausbeute an PCR-Produkt wurde erhöht.  
Der komplette Ansatz wurde anschließend unter folgenden Standardbedingungen inku-
biert: 
 
95°C 60 sec (Denaturierung) 
52° - 64°C 60 sec (Primer – Annealing) 
72°C 30 – 90 sec (Elongation) 
 
Dieser Zyklus wurde 35 mal wiederholt, gefolgt von einer konstanten 72°C-Phase (15 
min), um begonnene Elongationsprodukte zu vervollständigen. Die Reaktionsprodukte 




3.6.1.    PCR aus einer S.meliloti-Einzelkolonie 
 
PCR-vermittelte DNA-Amplifizierungen konnten direkt aus S.meliloti-Zellen durchgeführt 
werden. Hierzu wurde eine Einzelkolonie von einer Agaroseplatte mit einem sterilen 
Zahnstocher in ein PCR-Gefäß überführt, das bereits den Ansatz 1 ohne DNA enthielt. 
Nach Suspension der Zellen wurde der Ansatz für 15 min auf 95°C erhitzt, um die DNA 
aus den Zellen freizusetzen. Nach sofortiger Kühlung auf Eis konnte der Ansatz für die 
PCR-Reaktion verwendet werden.  
 
 
3.6.2.    Herstellung von AS-Austausch-Mutanten und Einführen von  
Restriktionsschnittstellen mittels PCR-Mutagenese (overlap extension)  
 
Die Herstellung von Codonsubstitutionen in den S.meliloti-Genen motA und fliG sowie das 
Einfügen von Erkennungsstellen für Restriktionsenzyme erfolgte mittels in vitro PCR-
Mutagenese. Durch die Wahl von vier geeigneten Primern wurde in zwei PCR-Runden ein 
DNA-Fragment erzeugt, welches das gewünschte mutierte Codon für einen 
Aminosäurerest enthält (Abb.9). 
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P1
1.PCR-Reaktion




Gen mit AS-Codon-Austausch  
 
Abb.9: Schema der PCR – Mutagenese. P1 und P4: Außenprimer; P2 und P3: komplementäre Innenprimer 
mit gewünschten Basenaustauschen; schwarz: Matrize und Produkt der PCR mit den Primern P1 und P2; 




Die Außenprimer P1 und P4 lagen ca. 250 bp upstream bzw. downstream von der 
jeweiligen zu mutierenden Basenfolge. Die Innenprimer P2 und P3 waren komplementär 
zueinander und zu der die Substitution umgebenden Sequenz, sie enthielten zentral die 
gewünschten Mutationen. In einer ersten PCR-Runde entstanden in zwei getrennten PCR-
Reaktionen jeweils ein Fragment, nämlich eines mit ca. 250 bp oberhalb der Mutation 
gelegener Sequenz sowie eines mit ca. 250 bp unterhalb der Mutation gelegener Sequenz. 
Als Matrizen-DNA diente ein Plasmid, das die zu amplifizierende S.meliloti-Teilsequenz 
enthielt. Beide Fragmente wurden über Agarosegel-Elektrophorese isoliert und gereinigt. 
Die zueinander komplementären Innenprimer P2 und P3 konnten Wasserstoffbrücken 
ausbilden und ermöglichten so eine überlappende Bindung der beiden PCR-Produkte aus 
der ersten PCR-Runde. In einer zweiten PCR-Runde wurden die beiden Fragmente aus der 
ersten PCR-Runde als Matrizen-DNA eingesetzt. Die Einzelstränge der beiden Fragmente 
konnten während der ersten annealing-Phase aufgrund ihrer komplementären Bereiche 
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aneinander binden und, von den 3´-Enden ausgehend, durch die Polymerase zum 
Doppelstrang vervollständigt werden. In den folgenden Zyklen entstand mit den 
Außenprimern P1 und P4 als Produkt ein Fragment, das in seiner Mitte das mutierte 
Aminosäurecodon enthielt. Das Produkt aus der zweiten PCR-Runde wurde ebenfalls über 
Agarosegelelektrophorese gereinigt. Die beiden Außenprimer enthielten geeignete 
Restriktionsschnittstellen als Anhang, die zur gerichteten Klonierung in Vektor-DNA 
benötigt wurden.  
Alternativ zur overlap extension PCR wurden einige Aminosäureaustausch-Mutanten mit 
Hilfe der Megaprimer-PCR gewonnen. Hierbei wurden in einer ersten PCR-Runde ein 
Innenprimer und der gegenläufige Außenprimer verwendet und das gereinigte Produkt als 





3.7.     DNA-Sequenzanalysen und Auswertung 
 
Die Sequenzen aller DNA-Konstrukte wurden mit einem ABI Prism 310 Genetic Analyzer 
(PE Applied Biosystems, Weiterstadt) überprüft. Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit 
dem GCG-Programmpaket (Genetics Computer Group) der Wisconsin Package Version 
10.0 (Madison, Wisconsin, 1999) bearbeitet (Suche nach Restriktionsschnittstellen, 
Ähnlichkeit von Polypeptidsequenzen). Ergänzende Analysen der Nukleinsäure- und 





3.8.     Konjugativer Plasmidtransfer von E.coli nach S.meliloti 
 
Die Einführung von Aminosäurecodon-Substitutionen in das Genom von S.meliloti 
erfolgte durch homologe Rekombination zwischen mutierten Sequenzen und Wildtyp-
Sequenzen. Zu diesem Zweck wurde der mobilisierbare suicide-Vektor pK18mobsacB 
verwendet, der einen Replikations-Origin für E.coli besitzt, jedoch keinen für S. meliloti 
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(Schäfer et al., 1994). Nach Klonieren der veränderten DNA-Sequenz in den Vektor wurde 
E.coli S17-1 mit dem rekombinanten Plasmid transformiert (Simon et al., 1983). 
Kreuzungen zwischen E.coli S17-1 und S.meliloti wurden nach der Vorschrift von Simon 
et al. (1983) auf Membranfiltern durchgeführt. Donor und Rezipient aus stationär 
gewachsenen Kulturen wurden auf eine OD600 von 0,1 (E.coli: 5 x 107 Zellen / ml; 
S.meliloti: 1 x 108 Zellen / ml) verdünnt und im Schüttelwasserbad bis zum Erreichen einer 
OD600 von 0,2 bis 0,4 inkubiert. Es wurden 250 µl Donorzellen (E.coli S17-1 der 
Zelldichte von 1 x 108 Zellen / ml) und 500 µl Rezipientenzellen (S.meliloti RU11/001 der 
Zelldichte von 2 x 108 Zellen / ml) in ein ERG überführt und 2 min bei 6000 Upm 
zentrifugiert. Das Bakteriensediment wurde in 100 µl TYC aufgenommen und auf sterile 
Celluloseacetat-Filter übertragen, die auf vorgewärmte TYC-Platten aufgelegt waren. Nach 
20 h-Inkubation bei 30°C wurden die Zellen mit 1 ml TYC-Medium von dem Filter 
gespült und Verdünnungen auf Platten mit Selektion auf das Plasmid und den 
Rezipientenstamm (S.meliloti) ausplattiert, so daß nur Zellen mit integriertem Plasmid 
wachsen konnten. Vier dieser Kolonien wurden auf TYCSmNm vereinzelt. Von einer 
Einzelkolonie ausgehend, wurden die Zellen 2 Tage ohne Selektion auf das Plasmid in 
TYCSm-Medium angezogen. Während dieser Zeit sollte das zweite Rekombinations-
ereignis stattfinden. Mit Hilfe des sacB-Gens konnte auf das zweite Rekombinations-
ereignis selektiert werden (Ried & Collmer, 1987; Selbitschka et al., 1993; Schäfer et al., 
1994). Von den Zellkulturen wurden Verdünnungen hergestellt und diese auf Bromfield-
Platten mit 10 % Saccharose ausplattiert. Alle Zellen, die das Plasmid noch enthielten, 
sollten abgetötet werden. Sie synthetisierten mit Hilfe von SacB, der Levan-Saccharase, 
aus Saccharose Levane, die von S.meliloti nicht verwertet werden konnten. Die Levane 
häufen sich im Periplasma an, was zum Platzen der Zellen führt. Ca. 50 % der Zellen, die 
auf den Saccharose-Platten anwuchsen, hatten das Plasmid und die damit vermittelte 
Antibiotikaresistenz durch das zweite Rekombinationsereignis verloren. Von diesen Zellen 
hatten ca. 50 % die Wildtypsequenz durch die mutierte Sequenz ausgetauscht. Die 
homologe Rekombination wurde durch PCR und anschließende Sequenzierung 
nachgewiesen.  
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3.9.     Nukleinsäuretransfer und Hybridisierung (Southern blot) 
 
3.9.1.    Nukleinsäuretransfer 
 
Genomische DNA wurde mit geeigneten Restriktionsenzymen in kleinere Fragmente 
geschnitten (3.3.1.) und auf einem Agarosegel der Größe nach aufgetrennt (3.2.4.). Nach 
fotografischer Dokumentation wurde das Agarosegel 15 min in 0,25 M HCl-Lösung zur 
Depurinierung der DNA geschwenkt. Im Anschluß wurde die DNA durch 30 min 
Inkubation des Agarosegels mit 0,5 M NaOH und 1,5 M NaCl-Lösung denaturiert und 
schließlich 30 min mit 0,5 M Tris pH 7,5 und 1,5 M NaCl neutralisiert. Die so 
vorbehandelte DNA konnte jetzt mittels Kapillarkraft ÜN mit 5 x SSC auf eine 
Nylonmembran (Hybond N+) übertragen werden. Durch UV-Belichtung (Stratagene UV 
crosslinker, Stratagene) wurde die DNA kovalent an die Membran gebunden. 
 
 
3.9.2.    Markierung von Sonden 
 
Chemolumineszenz-Sonden wurden mit dem ECL-Kit (enhanced chemoluminescence) 
nach Vorschrift des Herstellers markiert. Dazu wurden 100 ng DNA in 10 µl Wasser 5 min 
zur Denaturierung aufgekocht und im Anschluß sofort für 5 min auf Eis abgekühlt. Zur 
denaturierten DNA wurden 10 µl labelling reagent (Meerrettich-Peroxidase) und 10 µl 
Glutaraldehyd-Lösung gegeben, kräftig gemischt und 10 min bei 37°C inkubiert. Die 
markierte Sonde wurde umgehend zur vorhybridisierten Membran gegeben. 
 
 
3.9.3.    Prähybridisierung, Hybridisierung und Detektion 
 
Die Nylonmembran mit kovalent gebundener DNA wurde mit Prähybridisierungslösung 
behandelt, um unspezifische Bindung der markierten Sonde zu vermeiden. Die 
Prähybridisierungslösung bestand aus 0,125 ml/cm2 Gold-Hybridisierungspuffer, 0,5 M 
NaCl und 5 % blocking agent. Die in Haushaltsfolie eingeschweißte Membran wurde 2 h 
bei 42°C mit der Lösung inkubiert. Im Anschluß wurde die mit Meerrettichperoxidase 
markierte Sonde sofort zur Membran in die Lösung gegeben. Die Hybridisierung erfolgte 
ÜN bei 42°C im Schüttelwasserbad. Nicht gebundene Sonde wurde durch 2 x 5 min 
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Waschen bei 55°C mit primärem Waschpuffer  und 2 x 5 min mit sekundärem 
Waschpuffer bei RT entfernt. Zur Detektion wurde die Membran 1 min mit der 
Detektionslösung aus Luminol und chemischen Verstärkern (1:1 Gemisch von Lösung 1 
und 2) inkubiert. Die abgetropfte Membran wurde in Frischhaltefolie gepackt und in eine 
lichtdichte Kassette gelegt. Die Lichtsignale der Oxidationsreaktion konnten mit 
Hyperfilm ECL High performance chemiluminescence film (Amersham, Buckingham-




3.10.     Immunchemische Methoden 
 
3.10.1.    Gewinnung von denaturierten Proteinproben 
 
Zur Gewinnung von denaturierten Proteinproben für Western blot Analysen wurden 1 ml 
Zellen einer OD600 von 0,3 für 5 min in einer Eppendorf-Zentrifuge sedimentiert und in 30 
µl SDS-Ladepuffer aufgenommen. Die Ansätze wurden anschließend 10 min aufgekocht 
und die gesamte Menge auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen. 
 
 
3.10.2.    Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 
Die Proteine wurden in einem 8,5 cm x 9,0 cm großen und 1 mm breiten Gel aufgetrennt 
(10 Spuren), das aus einem Sammelgel (5 % Acrylamid) und einem Trenngel (10 % 
Acrylamid) zusammengesetzt war (Laemmli, 1970). Die Elektrophorese wurde mit 1 x 
SDS-Laufpuffer in einer Biometra-Gelelektrophorese-Apparatur vertikal bei einer 
konstanten Stromstärke von 30 mA durchgeführt.  
 
 
3.10.3.    Transfer aufgetrennter Proteine auf Nitrocellulose-Membran (Western blot) 
 
Nach Auftrennung der Proteinproben im SDS-Gel wurden diese mit einer tank blot 
Apparatur (Biological Laboratories, Harvard University) elektrophoretisch auf eine 
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Nitrocellulose-Membran (Hybond ECL, Amersham) übertragen. Der Transfer erfolgte 90 
min bei einer konstanten Stromstärke von 500 mA mit Blot-Puffer. 
 
3.10.4.    Immunchemischer Nachweis von Proteinen durch Chemolumineszenz 
 
Die Nitrocellulose-Membran mit den Proteinen wurde ÜN bei 18°C in PBS / 0,1 %   
Tween / 5 % Magermilch geschwenkt, um unspezifische Bindungen des Antikörpers zu 
vermeiden. Anschließend wurde zu einer frischen PBS / 0,1 % Tween / 5 % Magermilch-
Lösung der primäre gereinigte Antikörper (E.Eggenhofer, B.Scharf, pers. Mitteilung) in 
einer Verdünnung von 1:100 zugesetzt und 2 h unter Schütteln bei RT inkubiert. Nach 4 x 
10 min Waschen mit PBS / 0,1 % Tween wurde der mit Meerrettichperoxidase markierte 
sekundäre Antikörper in eine Verdünnung von 1:2500 in PBS / 0,1 % Tween / 5 % 
Magermilch-Lösung zugegeben und für 1 h 30 min inkubiert. Vor Detektion wurde die 
Membran erneut 4 x 10 min mit PBS / 0,1 % Tween gewaschen. Die Detektion erfolgte mit 
dem ECL Western blotting kit. Dazu wurden die Lösungen 1 und 2, welche Luminol und 
chemische Verstärker enthalten, im Verhältnis 1:1 gemischt und die Membran 1 min darin 
geschwenkt. Nach Einwickeln der Membran in Frischhaltefolie wurde diese in eine 
lichtdichte Kassette gelegt und die Signale mit Hyperfilm ECL (Amersham, 
Buckinghamshire) nach 1 min bis 2 h Exposition bei RT detektiert. 
Densitometrische Auswertungen zur quantitativen Bestimmung von Mutantenproteinen 
wurden mit dem Programm Scion Image durchgeführt. Dieses Protein integriert Intensität 




3.11.     Physiologische Untersuchung von S.meliloti und E.coli 
 
3.11.1.    Schwärmtests von S.meliloti-Mutanten  
 
Qualitative Messungen der Schwärmfähigkeit wurden auf Bromfield-Schwärmplatten 
durchgeführt. Drei µl einer stationären Bakterienkultur (2 Tage bei 30°C) wurden 
punktförmig auf eine Bromfield-Schwärmplatte aufgetragen. Nach drei Tagen Inkubation 
bei 30°C wurden die Platten ausgewertet. Ringbildung um den Auftragspunkt zeigte 
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positive Chemotaxis und Motilität an. Der Durchmesser der Schwärmringe ist ein Maß für 
die Effizienz der taktischen Reaktion.  
 
3.11.2.    Bestimmung der Geschwindigkeit freischwimmender S.meliloti-Zellen 
 
Motile S.meliloti-Zellen wurden in RB auf eine OD600 von 0,1 bis 0,3 verdünnt und 50 µl-
Proben in eine vorbereitete Probenkammer pipettiert. Die Kammer wurde hergestellt, 
indem zwei Deckgläschen mit Exsikkatorfett so auf einem Objektträger befestigt wurden, 
daß ein drittes Deckgläschen darauf angebracht werden konnte. Damit war eine 
ausreichende Tiefe der Kammer gewährleistet. Die Zellen wurden unter einem Mikroskop 
(Zeiss Standard 14 Phasenkontrast-Mikroskop) bei RT untersucht. Die qualitative 
Bestimmung des Schwimmusters erfolgte durch Beobachtung, quantitative Messungen an 
freischwimmenden Zellen wurden mittels Hobson Bactracker (Hobson Tracking Systems 
Ltd., Sheffield, UK) bestimmt. Mit Hilfe dieses Computerprogramms können die Läufe 
einzelner schwimmender Zellen oder der Mittelwert vieler schwimmender Zellen 
dokumentiert werden. Es wurde die absolute Geschwindigkeit (CVS; curvilinear speed) 
bestimmt, welche die mittlere Geschwindigkeit einer Zelle während eines gemessenen 
Laufes darstellt. Zudem wurde die relative Geschwindigkeit ermittelt. Hier wurde der 
lineare Abstand von Anfangs- und Endpunkten eines Laufes gemessen und auf die dafür 
benötigte Zeit bezogen (VSL; straightline velocity). Aus dem Quotienten VSL/CVS läßt 
sich die Geradlinigkeit bzw. Kurvenhäufigkeit der Läufe ermitteln. Für eine Messung 
wurde der Mittelwert aus 200 Läufen bestimmt. Es wurden für jeden Stamm fünf 
unabhängige Messungen durchgeführt. Der Effekt eines Lockstoffes auf das 
Schwimmverhalten von Wildtyp- und Mutanten-Zellen wurde durch Zugabe von 1/10 




3.11.3.    Geschwindigkeitsmessungen bei unterschiedlichen äußeren pH-Werten  
 
Es wurden 0,5 ml 1 M Tris-Puffer des pH-Werts 7,3 , 8,0 , 8,5 oder 9,0 zu 4,5 ml 
Bakteriensuspension gegeben bzw. 1 ml 0,5 M CHES-Puffer des pH-Werts 9,0 , 9,5 oder 
10,0 zu 4 ml Suspension, so daß die Endkonzentration 100 mM betrug. Nach ½ h 
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4.     Ergebnisse 
 
 
Sinorhizobium meliloti weist einen von den Enterobakterien differierenden Modus der 
Motorrotation auf. Diese Tatsache findet ihre genetische Entsprechung in der Existenz 
dreier neuer Gene, motC, motD und motE. 
Diese neuen Gene von S.meliloti wurden von unserer Arbeitsgruppe untersucht; motC war 
u.a. Gegenstand dieser Arbeit. Das MotC-Protein wurde im Periplasma von S.meliloti 
lokalisiert (Platzer et al., 1997), seine Interaktion mit MotB, einer Komponente des 
Protonenkanals, wurde nachgewiesen (Haslbeck, 1997; Halbach, 2003). Eine MotB:MotC-
Stöchiometrie von ∼1:1 wurde durch quantitative Immunoblots bestätigt (Halbach, 2003). 
Ferner wurde gezeigt, daß MotE als Chaperon und „Zielfinder“ für MotC im Periplasma 
fungiert (Eggenhofer et al., 2004). Schließlich bindet MotD an FliM, die proximale 
Komponente des C-Rings (E.Eggenhofer, pers. Mitt.), und sorgt für maximale 
Rotationsgeschwindigkeit. MotA ist neben MotB ein konserviertes Transmembranprotein 
des Protonenkanals; MotA steht in Wechselwirkung mit dem Rotorprotein FliG. Bei E.coli 
wurden MotA und FliG als die Interaktionspartner an der Kontaktfläche zwischen Stator 
und Rotor im Flagellenmotor identifiziert (Garza et al., 1995). Sie generieren das 
Drehmoment, das die Flagellenrotation ermöglicht. Aufgrund des unterschiedlichen 
Bewegungsmodus von S.meliloti-Zellen (einsinnige cw-Rotation, Geschwindigkeits-
Variation) waren jedoch im Zusammenspiel dieser beiden Proteine Unterschiede zu 
erwarten, deren Funktionsanalyse zentrales Thema dieser Untersuchung ist. Im folgenden 
Ergebnisteil werden vier Aspekte der Struktur und Funktion des S.meliloti-Flagellenmotors 
behandelt, nämlich: 
(4.1) Vergleichende Genkartierung unter Herausstellung konservierter Motorkomponenten 
(4.2) Stabilität und Funktionalität von MotC 
(4.3) Analyse elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen MotA und FliG 
(4.4) Herstellung einer FliF-FliG-Fusionsmutante und Funktionsanalysen 
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4.1.     Vergleichende Genkartierung unter Herausstellung konservierter  
           Motorkomponenten 
 
4.1.1.    Sequenzierung von motC, motA und fliG aus Rhizobium lupini H13-3 
 
Ein wichtiges Hilfsmittel für Funktionsanalysen konservierter neuer Motorproteine bei 
S.meliloti ist die Identifizierung konservierter Domänen durch Vergleich mit den 
orthologen Gensequenzen bei verwandten α-Proteobakterien. Zwar sind die flagellar 
regulon-Cluster mehrerer α-Proteobakterien bereits publiziert, wie z.B. die von 
Rhodobacter sphaeroides (Ward et al., 1995) oder Zymomonas mobilis (Um & Kang, 
1999; NCBI-Ac.No. AF124349), die typischen mot-Gene motC, motD und motE treten 
jedoch in ihren Genomen nicht auf. Dagegen bieten die Genome von A.tumefaciens 
(Goodner et al., 2001) und M.loti (Kaneko et al., 2000) Möglichkeiten für Vergleiche. 
Ferner ist R.lupini H13-3 ein naher Verwandter, von dem die Sequenzen der Flagellingene 
flaA, flaB und flaD (Scharf et al., 2001), des orf38-Homologen und von motB bekannt sind 
(Schuster-Wolff-Bühring, 1999). R.lupini H13-3 wurde aus der Wurzelsphäre von Lupinen 
isoliert und daher so benannt (R.Schmitt, pers. Mitt.). Jedoch ließen Sequenzvergleiche der 
Flagellingene eine verwandtschaftliche Nähe zu A.tumefaciens vermuten, was durch 
Analyse der 16S rRNA bestätigt wurde (B.Scharf, pers. Mitt.). Bis zur endgültigen 
Einordnung im Stammbaum wird der ursprüngliche Name beibehalten. Es lag daher nahe, 
die noch unbekannten, hier relevanten Motorgene zu sequenzieren und zu kartieren. Zur 
Sequenzanalyse von motC wurde von der bekannten motB-Sequenz aus ein plasmid rescue 
mittels HindIII durchgeführt (3.5.) und das religierte Plasmid sequenziert. Das Schema des 
rescue ist in Abb.10 dargestellt. 
Da in diesem nicht die gesamte motC-Sequenz enthalten war, wurde eine Teilsequenz des 
plasmid rescue als tag verwendet und ein zweiter rescue mittels PstI durchgeführt. Ferner 
wurden die bereits bekannten Sequenzen von orf38 und motB noch einmal überprüft. Diese 
DNA-Sequenzen und die abgeleiteten Peptidsequenzen sind im Anhang unter A1 
aufgeführt, ebenso ein Vergleich der Proteinsequenzen mit den entprechenden aus 
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Abb.10. Fließdiagramm des mit HindIII durchgeführten plasmid rescue. Tet-Kassette = Tetracyclin-Kassette 




Ferner waren die Sequenzen der R.lupini-Gene motA und fliG hier von Interesse. Es stand 
das Plasmid pRU2352 zur Verfügung, das H.Schuster-Wolff-Bühring (1999) bereits aus 
dem R.lupini-Genom mittels plasmid rescue gewonnen hatte. Dieses Plasmid mit motA und 
fliG wurde im Rahmen dieser Arbeit sequenziert. Die Sequenzinformationen sind im 
Anhang zusammengestellt (A2). Die abgeleiteten offenen Leseraster wurden auf Ähnlich-
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keiten zu den S.meliloti-Orthologen hin untersucht; die Aminosäure-Sequenzvergleiche 
sind ebenfalls im Anhang zu finden (A3). Identitäten und Ähnlichkeiten abgeleiteter, hier 
relevanter R.lupini H13-3 Motorproteine im Vergleich zu S.meliloti, M.loti und E.coli sind 
in Tab.5 aufgelistet. 
 
Tab.5. Vergleiche von neuen abgeleiteten Motorproteinen zwischen R.lupini, M.loti und 
E.coli mit S.meliloti (100 %)1) 
Protein Identität (%) 
  A.tume-       R.lupini        M.loti         E.coli 
  faciens 
Ähnlichkeit (%) 
  A.tume-       R.lupini        M.loti         E.coli 
  faciens 
MotA 84 83 70 43 89 89 79 53 
MotB 63 62 51 34 71 71 59 43 
MotC 50 50 40 -2) 59 58 49 -2) 
MotE 56 nb3) 49 -2) 63 nb3) 57 -2) 
FliG 67 67 43 23 77 77 54 36 
FliM  47 44 31 23 56 54 40 31 
FliN  68 69 45 34 74 73 54 46 




Ein Vergleich der Sequenzen zeigt, daß die Identität der S.meliloti-Proteine MotA, MotB, 
FliG, FliM und FliN mit den Orthologen der anderen α-Proteobakterien (31-84 %) größer 
ist als im Vergleich zu E.coli (23-43 %). MotC, MotD und MotD sind exklusiv nur in α-
Proteobakterien vorhanden. Auf der Seite des Stators ist MotA am stärksten konserviert 
(43 % Identität zu E.coli, 70-84 % innerhalb der α-Proteobakterien), MotB, MotC, MotD 
und MotE sind dagegen nur zu 40-63 % identisch. Die MotB-Proteine der α-Proteo-
bakterien sind gegenüber ihrem E.coli-Paralogen um eine Extradomäne von ∼100 AS-
Resten verlängert. Auf der Seite des Rotors sind FliG, FliM und FliN innerhalb der α-
Proteobakterien zu 31-69 % identisch, zu E.coli zu 23-34 %. Es ist auffällig, daß MotA 
stärker konserviert ist als die anderen untersuchten Proteine. Der hohe Anteil identischer 
und ähnlicher Reste in ihren Peptidsequenzen findet seine Entsprechung in der Rolle, die 
MotA im Motor spielt. Es ist Bestandteil des MotA-MotB-Protonenkanals, und es kommt 
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4.1.2.    Vergleichende Genkartierung der flagellar regulon-Cluster von vier α-Proteo-  
              bakterien 
 
Bei S.meliloti sind alle che-, fla- und mot-Gene in einem einzigen, ∼50kb großen Regulon 
zusammengefaßt. Das Regulon läßt sich in ∼12 Transkriptionseinheiten (Operons) 
unterteilen, in denen Gene entdeckt wurden, die z.T. noch in keinem anderen Organismus 
gefunden worden waren. Die verschiedenen Operons sind in drei Hierarchie-
Regulationsklassen organisiert (Sourjik et al., 2000). Das bereits bekannte flagellar 
regulon von S.meliloti wurde hier mit den neu bestimmten Sequenzen aus R.lupini H13-3 
sowie mit den Regulons anderer α-Proteobakterien verglichen, deren Genome in jüngerer 
Zeit veröffentlicht worden waren. Es war festzustellen, ob die verwandten Spezies über 
eine ähnliche Anordnung ihrer Chemotaxis-, Flagellen- und Motilitätsgene verfügten.  
Anhand hier gewonnener Sequenzdaten von R.lupini H13-3 und der veröffentlichten 
Genomsequenzen von M.loti (Kaneko et al., 2000), A.tumefaciens (Goodner et al., 2001) 
wurden Genkarten des flagellar regulon aufgestellt und mit der von S.meliloti verglichen 
(Abb.11). Zum Vergleich sind entsprechende E.coli K12-Gene (Blattner et al., 1997), die 
in drei isolierten Genclustern kartieren, gezeigt. 
Beim Vergleich der Genkarten fällt auf, daß tatsächlich alle aufgeführten α-
Proteobakterien mit komplexen Flagellen und einsinnigem Rotationssinn über motC und 
motD-Gene verfügen und diese gekoppelt mit motB vorliegen. Dagegen kartiert motA, im 
Gegensatz zu seinem E.coli-Homologen, von motB getrennt und zwar im selben Operon 
wie die Rotorproteine fliM, fliN und fliG. Andererseits besteht keine Genkopplung 
zwischen fliF und fliG (wie bei E.coli K12). 
Man kann daraus folgern, daß, anders als bei E.coli, keine strikte Stöchiometrie zwischen 
MotA und MotB (4:2) oder FliF und FliG (1:1) herrscht, oder aber, daß die Mengen über 
die Stärke der Genexpression strikt kontrolliert werden. 
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4.2.     Untersuchungen zur Charakterisierung des Motilitätsproteins  
           MotC 
 
4.2.1.    Stabilität der verkürzten Proteine in motC-Deletionsmutanten 
 
Das Protein MotC ist eine neue periplasmatische Komponente des Motors von S.meliloti, 
die eine essentielle Rolle bei der Flagellenrotation spielt. Möglicherweise reguliert sie den 
Protonenfluß durch den Protonenkanal, der von MotA und MotB gebildet wird (Platzer et 
al., 1997). Hinweise auf eine Wechselwirkung des C-terminalen Bereichs mit einer 
periplasmatischen Extradomäne von MotB ergaben sich durch two-hybrid Analysen 
(Haslbeck, 1997). Weitere Informationen über die Domänenstruktur von MotC könnten 
weiterführende Schlüsse auf seine neuartige Funktion erlauben. Hilfreich für Aussagen 
über eine Domänenstruktur sind Vergleiche mit den Sequenzen orthologer Proteine. Für 
motC sind die Sequenzen von R.lupini, A.tumefaciens und M.loti bekannt (s. 1.). Ein 
Vergleich der vier Sequenzen ist in Abb.12 gezeigt. M.loti-MotC ist nach den Daten von 
Kaneko et al. (2000) stark verkürzt. Nimmt man ein 3´ gelegenes ATG als Startcodon und 
damit einen früheren Translationsstart an, führt dies zu einem 457 AS-Reste großen 
Protein (S.meliloti-MotC: 434 AS-Reste). 
Weitere Informationen über wichtige und weniger wichtige Bereiche eines Proteins lassen 
sich mit Hilfe von Deletionsanalysen und anschließender Charakterisierung der 
resultierenden Phänotypen gewinnen. Eine derartige Analyse habe ich systematisch, 
ausgehend vom C-Terminus, in Schritten von 20 AS-Resten, im Rahmen meiner 
Diplomarbeit durchgeführt (Attmannspacher, 1999). Das Schema der eingeführten MotC-
Deletionen ist in Abb.12 eingezeichnet. 
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Abb.12. Alignment (GeneDoc-Programm) und Vergleich der MotC-Proteine von S.meliloti, R.lupini, 
A.tumefaciens (A_tumef) und M.loti (Platzer et al., 1997; Goodner et al., 2001, nach Kaneko et al., 2000). 
Schwarz markiert sind in allen vier Sequenzen identische und ähnliche Reste, dunkelgrau in drei Sequenzen 
konservierte Reste und hellgrau in zwei Sequenzen konservierte Reste. Die schwarzen Zahlen geben die 
jeweiligen AS-Positionen an, mit roten Buchstaben und Balken sind die in der Diplomarbeit deletierten 
Bereiche (Attmannspacher, 1999). 
 
 
Das Ergebnis der Mutantenanalyse war jedoch im Fall von motC wenig informativ, weil 
nur Mutanten, denen einige terminale Reste fehlten, noch motile Phänotypen zeigten. 
Nachdem mehr über die aufwendige Faltung von MotC mittels eines spezifischen 
Chaperons, MotE bekannt ist (Eggenhofer et al., 2004), kam die Vermutung auf, daß 
Deletionen dieses stark konformationsabhängige Protein destabilisieren könnten. Dem 
wurde anhand von Western blot Analysen der Mutantenproteine mit einem inzwischen 
verfügbaren anti-MotC-Antikörper nachgegangen. Zellextrakte des Wildtyps und aller 24 
Mutanten wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membran übertragen 
und mit dem Antikörper inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abb.13 gezeigt. 
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Abb.13. Western blot zum quantitativen Nachweis der Expression der verkürzten MotC-Proteine. Gleiche 
Mengen an Zellextrakten (3.9.1.) wurden in einem 10 % Acrylamid-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert und mit einem anti-MotC-Antikörper inkubiert. Die Mutanten ∆C21 bis ∆C1 sind in 
absteigender Reihenfolge aufgetragen, ferner ∆C17C (17C), ∆C21N (21N) und ∆C18-20 (18-20) sowie als 
Kontrolle der Wildtyp (001) und die Gesamt-Deletionsmutante RU11/211 (211); St.: Größenstandard. 
 
 
Die Ergebnisse der Abb.13 zeigen bereits bei visueller Inspektion, daß die MotC-Mutanten 
sehr unterschiedliche Stabilität besitzen. Dies wurde auch quantitativ nachgewiesen 
(3.10.4.). Die Mutanten lassen sich folglich in drei Gruppen einteilen: Mutationen ∆C1 bis 
∆C12 sowie die C-terminale Mutante ∆C21 weisen sehr geringe Stabilität auf (weniger als 
20 % der Wildtypmenge). Die Mutanten ∆C13 bis ∆C17 sowie ∆C20 nehmen eine 
Mittelstellung ein (25-60 %), und der MotC-Spiegel in den Mutanten ∆C18 und ∆C19 
erreicht fast Wildtypniveau, ebenso ∆C17C. Diese Befunde sind in Tab.6 bzw. Abb.14 
zusammengefaßt. 
Die im Rahmen der Diplomarbeit erhaltenen Stämme waren auf ihre Schwärm- und 
Schwimmfähigkeit hin untersucht worden. Es ergaben sich drei Typen von Phänotypen: (1) 
solche, die quasi-normale Motilität zeigten, (2) solche, deren Bewegungsfähigkeit 
eingeschränkt war und (3) solche, die vollständig paralysiert waren. Zur ersten Klasse der 
wildtypähnlichen Stämme zählten die MotC-Deletionsstämme ∆C18 und ∆C19, zur 
zweiten die Mutanten ∆C1, ∆C12, ∆C13, ∆C14, ∆C15, ∆C16, ∆C17, ∆C20 und ∆C21, alle 
anderen (∆C2, ∆C3, ∆C4, ∆C5, ∆C6, ∆C7, ∆C8, ∆C9, ∆C10 und ∆C11) zur dritten Klasse 
paralysierter Stämme. Die Schwimmfähigkeit aller MotC-Deletionsmutanten ist nochmals 
in Abb.15 gezeigt. 
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Tab. 6. Relative Intensitäten der MotC-Banden im Western blot, bezogen auf den Wildtyp 
Mutante Intensität* (%) 
∆C1 11,8 ± 5,8 
∆C2 11,0 ± 3,5 
∆C3 2,3 ± 3,3 
∆C4 4,3 ± 6,0 
∆C5 1,6 ± 2,2 
∆C6 13,1 ± 7,4 
∆C7 6,3 ± 0,6 
∆C8 2,1 ± 2,9 
∆C9 1 ± 1,4 
∆C10 5,8 ± 3,3 
∆C11 7,9 ± 3,5 
∆C12 8,3 ± 3,9 
∆C13 24,4 ± 4,1 
∆C14 33,9 ± 7,4 
∆C15 59,7 ± 55,2 
∆C16 57,2 ± 22,1 
∆C17 55,1 ± 12,9 
∆C17C 88,2 ± 35,9 
∆C18 85,9 ± 36,8 
∆C19 116,1 ± 8,1 
∆C20 65,0 ± 16,5 
∆C18-20 7,9 ± 10,8 
∆C21 9,3 ± 5,0 
∆C21N 3,0 ± 1,3 
*Mittel aus zwei unabhängigen Experimenten nach Auswertung im Scion Image Programm 
  



























Abb. 14. Histogramm der relativen Intensitäten (% Wildtyp) der MotC-Banden im Western blot aller motC-
Deletionsmutanten (entspricht Tab.6). Die prozentualen Intensitäten sind gegen die fortlaufenden Nummern 





























Abb.15. Histogramm der relativen Schwärmringdurchmesser (%Wildtyp) aller motC-Deletionsmutanten. Die 
prozentualen Schwärmringdurchmesser sind gegen die fortlaufenden Nummern der Mutanten aufgetragen. 
Grauwerte geben Aktivitäten von ∆C17C bzw. ∆C21N an. Der Durchmesser der 180bp-Deletion  ∆C18-20 
ist in den Säulen der Einzelmutanten grau mit eingezeichnet (Attmannspacher, 1999). 
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Geht man davon aus, daß die gemessenen Intensitäten der anti-MotC-Addukte den 
vorhandenen MotC-Konzentrationen in motilen, exponentiell wachsenden S.meliloti-Zellen 
entsprechen, so ergibt sich eine Korrelation zwischen Schwärmaktivität und MotC-
Stabilität. Dies wird beim Vergleich der Histogramme in Abb.14 und Abb.15 besonders 
deutlich. 
Ein Vergleich zwischen Bereichen hoher und geringer Konservierung der MotC-Proteine 
(Abb.12) mit der Schwärmfähigkeit der untersuchten Mutanten zeigt, daß nur die 
Deletionen im nichtkonservierten Bereich der AS-Reste 355-414 keine oder nur geringe 
Auswirkungen auf den Phänotyp hatten, alle anderen dagegen zum beinahe oder 
vollständig paralysierten Phänotyp führten. Es wurde bisher angenommen, daß die 
Deletion konservierter Teilbereiche von MotC die Bindung an MotB abschwächt oder 
verhindert. Nun scheint es so, als würde die Proteinmenge nicht ausreichen und so eine 
verminderte Beweglichkeit zur Folge haben. Dafür spricht auch, daß die gemessene 
Stöchiometrie von MotC:MotB bei ∼0,74:1 liegt (Halbach, 2003) und geringere MotC-
Mengen für die H+-Kanalfunktion abträglich sind (Platzer et al., 1997). Ein mögliches 
Modell der MotC-MotB-Wechselwirkung wird im Lichte dieser und folgender Befunde in 
der Diskussion erörtert. 
Die immotilen Mutanten ∆C2 bis ∆C11 verfügen kaum über MotC-Protein (maximal ca. 
10 % der Wildtypmenge). Es steht kein MotC für die Wechselwirkung mit MotB zur 
Verfügung, daher gleicht der Phänotyp dem der MotC-Deletionsmutante RU11/211. Die 
Mutanten ∆C12, ∆C13 und diejenigen, deren motC in den Randbereichen des Gens 
deletiert sind, ∆C1 und ∆C21, weisen geringe Mengen (9-24 %) an MotC auf und können 
keine Schwärmringe bilden. 
Eine Ausnahme von der Kongruenz von Schwärmfähigkeit und Proteinstabilität stellen die 
Mutanten ∆C15, ∆C16 und ∆C17, vor allem aber ∆C17C dar. Die Proteinmenge erreicht 
zwar 60 % des Wildtypspiegels, im Falle von ∆C17C sogar 90 %, jedoch beträgt das 
Schwärmvermögen bei allen drei Mutanten weniger als 20 %. Diese Diskrepanz läßt 
darauf schließen, daß jene verkürzten Proteine fehlerhaft an den Motor assoziieren, so daß 
die Motorfunktion schwerwiegend gestört ist. Hier könnte es sich in der Tat um 
Defektmutanten im Sinne des Wortes handeln. Dafür sprechen two-hybrid Analysen, die 
zeigten, daß die C-terminale Domäne von MotC an die Extradomäne des Kanalproteins 
MotB bindet. Es handelt sich dabei um die AS-Reste 343 bis 434 (Haslbeck, 1997). Die 
schlechte Motilität der Mutante ∆C17C, welcher die ersten zwölf AS-Reste der C-
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terminalen Domäne fehlen, ließe sich daher mit dem Fehlen von wichtigen Bereichen für 
die MotB-Bindung erklären. 
Affinitäts-Western blots mit MotB und einem verkürzten MotC-Protein, dem die AS-Reste 
343 bis 434 fehlen, hatten ergeben, daß auch dieses verkürzte MotC noch an MotB bindet. 
Deshalb nehmen wir an, daß die MotC-Domäne, die mit MotB interagiert, über den im 
two-hybrid System festgelegten Bereich von 434-343 in N-terminale Richtung hinausreicht 
(Halbach, 2003).  
Die Ergebnisse resultieren also in einer neuen Erklärung der meisten MotC-Defekte, 
nämlich, daß mangelnde MotC-Stabilität die empfindliche MotB-MotC-Stöchiometrie aus 
dem Gleichgewicht bringt und dadurch den Protonenfluß durch den MotA-MotB-Kanal 
mindert oder ganz verhindert. 
 
 
4.2.2.   Schwimmgeschwindigkeiten von S.meliloti und E.coli bei erhöhten pH-Werten 
 
S.meliloti lebt in neutralen bis alkalischen Böden. Man kann daraus den Schluß ziehen, daß 
die für den Antrieb des Motors erforderliche Protonenkonzentration in der Umgebung der 
Bakterien häufig suboptimal ist. Das könnte für MotC eine Funktion als Protonenfänger 
oder pmf-Sensor bedeuten. Es ist folglich denkbar, daß S.meliloti in Bezug auf die Motilität 
steigenden pH-Werten gegenüber toleranter ist als z.B. E.coli-Zellen, die nicht über eine 
MotC-Komponente verfügen. Eine Negativkontrolle innerhalb der Art S.meliloti ist nicht 
möglich, da die Deletion des Gens ja auch bei neutralem pH zum paralysierten Phänotyp 
führte.  
Daher wurden motil angezogene S.meliloti RU11/001 und E.coli RP 437 (beide Wildtyp in 
Bezug auf Motilität) in gepufferten Medien mit stufenweise erhöhtem pH inkubiert und auf 
ihre Schwimmgeschwindigkeit hin untersucht. Für die pH-Werte 7,3 bis 9,0 besaß Tris die 
besten Puffereigenschaften, bei noch stärker alkalischem pH war CHES optimal. Da 
direkte Einflüsse der Pufferkomponenten auf das Schwimmverhalten der Bakterien nicht 
ausgeschlossen werden konnten, wurden bei pH 9,0 Messungen mit beiden Puffern 
durchgeführt. Wie Tab.7 und Abb.16 zeigen, führte der Pufferwechsel nur zu einer 
geringfügigen Verschiebung. 
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Tab. 7. Schwimmgeschwindigkeiten von S.meliloti und E.coli in Abhängigkeit vom pH-
Wert des Mediums 
                                Schwimmgeschwindigkeit (µm/sec) 
pH Tris-Puffer* S.meliloti E.coli 
7,3 42,0 ± 2,4 19,1 ± 3,4 
8,0 39,5 ± 2,5 19,7 ± 3,5 
8,5 39,8 ± 3,3 20,8 ± 3,1 
9,0 34,4 ± 3,9 19,6 ± 2,7  
pH CHES-Puffer*   
9,0 30,7 ± 1,6 20,3 ± 3,1 
9,5 23,2 ± 2,1 0 
10,0 0 0 
*Suspension mit motilen Zellen, mit Tris- bzw. CHES-Puffer (Endkonzentration 100 mM) des gewünschten 

































Abb. 16. Schwimmgeschwindigkeit von S.meliloti und E.coli in Abhängigkeit vom pH-Wert des Mediums 
(gemäß Tab. 7). Die Geschwindigkeit in µm/sec ist gegen den pH-Wert des verwendeten Puffers (im Bereich 
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Die maximale Schwimmgeschwindigkeit im Bereich von pH 7,3, der dem pH-Wert der 
routinemäßig verwendeten Medien entspricht, bleibt bis pH 9,0 bei beiden Spezies 
konstant, allerdings erreichen E.coli-Zellen nur die halbe Geschwindigkeit von S.meliloti. 
Bei pH 9,5 sind E.coli-Zellen paralysiert, S.meliloti-Zellen zeigen etwa 55 % (25 µm/s) der 
maximalen Geschwindigkeit. Wurde S.meliloti bei pH 10,0 inkubiert, so wurden auch 
diese Zellen unbeweglich. Es zeigte sich, daß S.meliloti, wie vermutet, gegenüber höheren 
pH-Werten toleranter ist als E.coli. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, daß 
E.coli für die Energieversorgung seines Motors bei pH 9,5 nicht genügend Protonen zur 
Verfügung stehen, während S.meliloti bei diesem pH-Wert ausreichend versorgt ist. Diese 
Interpretation der MotC-Funktion ist interessant und wird zusammen mit Alternativ-
Erklärungen später diskutiert (5.2.). 
 
 
4.3. Analyse der MotA-FliG-Wechselwirkung mittels gezielter Muta- 
genese 
 
4.3.1.   Einführung 
 
Die zentrale Frage zum Mechanismus der Flagellenrotation betrifft die Umsetzung 
elektrochemischer Energie (protonmotive force, pmf) in mechanische Arbeit (Dreh-
moment). Die neuesten Modellvorstellungen (Kojima & Blair, 2001; Schmitt, 2003; Blair, 
2003) gehen davon aus, daß der Protonendurchfluß auf den Stator beschränkt ist, auch die 
Energieumwandlung (Protonengradient in Konformationsänderung) bereits im Protonen-
kanal selbst erfolgt und daß diese Konformationsänderungen vom Stator auf den Rotor 
übertragen werden. Systematische Mutationsexperimente von Lloyd et al. (1997) und Zhou 
et al. (1998) ließen eine Kraftübertragung vom Stator (MotA-MotB) auf den Rotor (FliG) 
durch elektrostatische (Coulomb-) Wechselwirkungen am plausibelsten erscheinen. Dieses 
Konzept ist im helix rotation model (Schmitt, 2003) konsequent in eine Gesamtvorstellung 
der Funktionsweise und Dynamik des bakteriellen Flagellenmotors umgesetzt worden. 
Alle früheren derartigen Untersuchungen wurden am Modellorganismus E.coli 
durchgeführt; dessen Flagellen zeichnen sich durch Wechsel der Rotationsrichtung 
zwischen ccw und cw aus. Der S.meliloti-Flagellenmotor rotiert einsinnig cw, die 
Rotationsgeschwindigkeit wird jedoch variiert. Deshalb wurden in diesem Teil der Arbeit 
drei Fragen untersucht: 
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(1) Sind auch im S.meliloti-System konservierte geladene Reste für den Energietransfer 
zwischen Stator und Rotor verantwortlich? 
(2) Wenn ja: Sind diese gleichartig oder unterschiedlich zum E.coli-Motor angeordnet? 
(3) Kann man aus der Analyse von „Ladungsmutanten“ Rückschlüsse auf die 





Den nächstliegenden Zugang zur ersten Frage bieten Vergleiche der fraglichen 
Teilsequenzen von MotA und FliG mit den entsprechenden von E.coli und T.maritima. Ein 
Vertreter der thermophilen Thermotogales (mit konservierter FliG-Sequenz) wurde wegen 
der einfacheren Kristallisierbarkeit der relevanten C-terminalen Domäne (Reste 235 bis 
335) des FliG-Proteins von Lloyd et al. (1999) für eine topologische Analyse des Rotor-
„Randes“ herangezogen. Auf der Stator-Seite nimmt die große cytoplasmatische Schleife 
von MotA (Reste 51 bis 171) zwischen den Transmembranhelices TM2 und TM3 an den 
Wechselwirkungen teil. Die Sequenzvergleiche dieser Domänen von MotA und FliG sind 
in Abb.17 zusammengestellt. 
 
MotA 
E.coli 51 GKAIKGTLKALPLLFRRSKYTKAMYMDLLALLYRLMAKSRQMGMFSLERDIEN 103 
T.maritima 54 DKAFKIVNIMLSTL----KEPKLDHVSLIQTMVSFSEKARREGLLSLEENLES 102 
S.meliloti 51 MKVVKDTGKALGEAFRHKVPKEREYLDTLGVLYSLMRDLRTKSRNEIESHIDN 103 
 
E.coli 104 PRESEIFASYPRILADSVMLDFIVDYLRLIISGHMNTFEIEALMDEEIETHES 156 
T.maritima 103 IED-----------------PFMKKALGLVVDGTDPDL-LRNMMETEMELFEE 137 
S.meliloti 104 PEESSIFQSAPTVLQNKELTAFICDYVRLIIIGNARSYEIEALMDEEIQTITH 137 
 
E.coli 157 EAEVPANSLALVGDS 171 
T.maritima 138 ELDGERAVLESAGAY 152 
S.meliloti 157 DKMKCYHAMTTMGDA 171 
 
FliG 
E.coli  257 ESLLIALKGAEQPLREKFLRNMSQRAADILRDDLANR-GPVRLSQVENEQK 306 
T.maritima 259 RDLALALKGASDELKEKIFKNMSKRAAALLKDELEYM-GPVRLKDVEEAQQ 308 
S.meliloti 270 DVITMALRGSAAELRESILASIGARQRRMIESDLAAGDAGINPRDIAIARR 320 
 
Abb. 17. Vergleich der Domänen von MotA FliG aus E.coli, T.maritima und S.meliloti, die für die 
Wechselwirkung mit dem jeweils anderen Protein essentiell sind. E.c.: Escherichia coli; Tm: Thermotoga 
maritima; Sm: Sinorhizobium meliloti. Zahlen geben die Sequenzpositionen der begrenzenden Reste des 
alignment an. Konservierte und hier relevante Reste sind rot hervorgehoben. 
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Die Vergleiche zeigen, daß das S.meliloti-FliG konservierte Ladungen an den Positionen 
Arg277 (+), Arg294 (+) und Asp302 (-) besitzt, jedoch nicht an den Positionen Ser301 und 
Asn311 (ein neuer geladener Rest Glu300 wurde hier markiert). Die MotA-Reste Arg90 
(+) und Glu98 (-) sind voll konserviert. Diese Ladungsverhältnisse und ihre ungefähre 
Lage im C-terminalen Bereich von FliG (Sektor aus dem Rotor-Rand; Lloyd et al., 1999) 
und in der MotA-Schleife werden schematisch in Abb. 18 zwischen E.coli und S.meliloti 
verglichen. Sie bilden die Grundlage für die folgenden gezielten Mutationen geladener 
Reste und der Analyse ihrer Auswirkungen auf Chemotaxis und Schwimmgeschwindigkeit 
von S.meliloti-Zellen. 
 

























Escherichia coli Sinorhizobium meliloti  
 
Abb. 18. Modell der Anordnung wichtiger geladener Reste im Flagellenmotor von E.coli und orthologer 
Reste von S.meliloti. MotA-Reste sind durch grüne Kreise symolisiert, wichtiger FliG-Reste durch schwarze. 
Für die Kraftübertragung essentielle Reste sind rosa markiert, bei S.meliloti nicht konservierte gelb. Weniger 
wichtige FliG-Reste sind durch rosa umrandete Kreise symbolisiert. Wichtige Interaktionen bei E.coli 
werden mittels durchgezogener Linien dargestellt, weniger wichtige mittels unterbrochener Linien (U. 
Attmannspacher, B. Scharf, R. Schmitt, in Vorber.). 
 
 
4.3.3. Methodischer Ansatz 
 
Zu mutierende Gensegmente von S.meliloti RU11/001 wurden mittels overlap extension 
PCR gezielt verändert und in einen geeigneten Vektor kloniert (3.6.2.). Die Plasmide 
wurden durch Transformation in E.coli S17-1 eingebracht und von da per konjugativem 
Austausch nach S.meliloti RU11/001 übertragen. Die Integration der mutationstragenden 
Fragmente in den nativen Genlocus (homologe Rekombination durch doppeltes crossover) 
wurde durch Doppelselektion gesichert (3.8.). Jede Mutante wurde mittels PCR und 
Sequenzanalyse überprüft (3.6.1., 3.7.).  
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Schwärmplatten bieten eine Schnellmethode zum screening von Funktionsausfällen bei 
diesen Mutanten (3.11.1.). Allerdings erfaßt das Verfahren die Beweglichkeit der Zellen 
nur indirekt, weil der gebildete Lockstoffgradient primär auf die Fähigkeit zur 
chemotaktischen Antwort selektiert. Doch gibt der Vergleich mit dem wt-Schwärmring-
Durchmesser einen verläßlichen Hinweis auf die Funktionsfähigkeit des Flagellenmotors.  
Diese kann direkt durch Messungen der Geschwindigkeit freischwimmender Zellen mit 
Hilfe des Hobson tracker festgestellt werden (3.11.2.). Außer der Bestimmung der 
Grundgeschwindigkeit ist der Grad der Beschleunigung bei Lockstoff-Zusatz (Chemo-
kinese) ein entscheidendes Kriterium für das Funktionieren des S.meliloti-Flagellenmotors. 
Daher müssen die Grundgeschwindigkeiten und die Grade der Geschwindigkeitserhöhung 
bei Zugabe von Lockstoff stets mit den wt-Werten verglichen werden. 
 
 
4.3.4. Mutanten mit Aminosäure-Substitutionen in MotA oder FliG und 
Kombinationen 
 
Die Bedeutung der konservierten geladenen Reste in den interagierenden Domänen von 
MotA und FliG (Abb.17 und Abb.18) wurde zunächst durch Einzel- und Doppelmutanten 
in jedem der Proteine untersucht. Auf diese Weise konnte ihre Rolle für die Motorfunktion 
unmittelbar abgeschätzt werden. Erst danach wurden Kombinationen von MotA- und FliG-





Schwärmtests von drei MotA-, vier FliG- und drei MotA/FliG-Mutanten sind mit den wt-
Kontrollen in Abb.19 exemplarisch gezeigt. 
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Abb.19. A: Schwärmtests von Wildtyp und drei MotA-Mutanten. 1, Wildtyp (RU11/001); 2, MotA E98K; 3, 
MotA R90A; 4, MotA R90A/E98Q. B: Schwärmtests von Wildtyp und vier FliG-Mutanten. 1, Wildtyp; 2, 
FliG R294D; 3, FliG S301D; 4, FliG D302K; 5, E300R/S301R. C: Schwärmtests von Wildtyp und drei 
MotA-/FliG-Doppelmutanten: 1, Wildtyp; 2, MotA-R90A/FliG-S301D; 3, MotA-R90A/FliG-S301R; 4, 
MotA-R90E/FliG-D302K. 3µl der untersuchten Stämme wurden mit der Mikropipette auf Bromfield-
Schwärmplatten aufgebracht und zwei Tage bei 30°C inkubiert. 
 
 
Es ist ohne weiteres zu erkennen, daß all diese Mutationen einzeln oder in Kombination 
die Schwärmfähigkeit von S.melliloti deutlich beeinträchtigen (bis auf FliG/S301D; Abb. 
19, B3). Quantitative Daten wurden durch Messungen der Schwarmhof-Durchmesser und 
ihre Tabellierung im Verhältnis zum wt-Schwarmhof (=1,0) gewonnen. Diese sind 
umfassend in Tab.8 zusammengestellt. 
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Tab. 8. Schwärmraten* der motA- und fliG-Einzel- und Doppelmutanten in S.meliloti, 
relativ zum Wildtyp gemessen 
                                                                   
                                                             MotA-Mutation 
       
FliG-Mutation WT R90A R90K R90E E98D E98Q E98K 
WT 1,00 0,29 0,46 0,17 0,29 0,32 0,00 
R277A 1,02 0,29      
R277E 0,86 0,23    0,24 0,00 
R294A 0,56 0,00    0,00 0,00 
R294D 0,00   0,00    
R294K 0,89       
R294V 0,00      0,00 
E300A 0,94 0,35      
E300R 0,88       
S301A 1,04 0,31  0,16    
S301C 1,01   0,19    
S301D 0,99     0,08  
S301K 0,97   0,18    
S301R 0,91 0,34      
S301T 1,06   0,13    
D302A 0,86   0,11    
D302E 0,97       
D302K 0,62 0,24  0,09    
N311R 1,03 0,33  0,17    
D314A 1,03       
D314R 1,01       
R294A/S301D 0,00       
R294A/D302A 0,05       
E300A/S301D 1,05 0,10  0,00  0,34  
E300A/S301R 0,81 0,29  0,25  0,24  
E300R/S301D 0,98       
E300R/S301R 0,07 0,08  0,08  0,00 0,00 
S301D/D302A 0,85       
S301D/D302K 0,48       
        
MotA-Doppelmutanten       
R90A/E98Q 0,00       
R90A/E98D 0,18       
R90K/E98Q 0,23       
*Bromfield-Platten mit 0,3 % Agar wurden mit 3 µl einer stationären Bakterienkultur  beimpft und 3 Tage 
bei 30°C inkubiert. Der Schwärmringdurchmesser wurde bestimmt und nach Subtraktion des Animpfpunkts 
(7mm) auf den des Wildtyps bezogen. Bei den Werten handelt es sich um Mittelwerte von mindestens drei 
Experimenten. 
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Die Werte geben bereits relative Hinweise auf die Schwere des jeweiligen Defekts; bei 0-
Werten hat die Motorfunktion ausgesetzt (z.B. MotA/E98K; FliG/R294D oder 
FliG/R294A-S301D). Auch Synergismen, d.h. Verstärkungen des Defekts durch 
Kombination, wie im Fall von MotA/R90A-FliG/R294A, geben wichtige Hinweise. In 
diesen Fällen handelt es sich zweifellos um funktionell zentrale Aminosäurereste bzw. 
Kombinationen. Die Schwärmplattentests waren für schnelle Mutanten-Zuordnungen gut 
geeignet. Jedoch mußten für genauere Aussagen zur Motorfunktion direkte Messungen der 
Schwimmgeschwindigkeit ohne und mit Lockstoff durchgeführt werden. Daraus waren 




b) Messungen der Schwimmgeschwindigkeit 
 
Dieselben Einzel- und Doppelmutationen sowie Kombinationen (Tab.8) wurden in einem 
zweiten Durchgang unter standardisierten Kulturbedingungen zur Motilität angezogen und 
im Hobson tracker ohne und mit Lockstoff (10 mM Prolin) auf die instant velocity 
freischwimmender Zellen hin analysiert (3.11.2.). Alle Tests wurden mit jeweils fünf 
Populationen schwimmender Zellen durchgeführt; es wurden jeweils 1000 Zellen erfaßt 
und die gemittelten Geschwindigkeiten angegeben. Die meisten Standard-Abweichungen 
lagen bei ± 5 %, womit die Zuverlässigkeit der Werte für insgesamt 27 Einzelmutationen, 
11 Doppelmutationen und 31 MotA/FliG-Kombinationen gesichert war (Tab.9). 
Die Bedeutung einzelner Mutationen für die Motorfunktion ist offenbar umso größer, je 
stärker die Schwimmgeschwindigkeit im Vergleich zum Wildtyp beeinträchtigt wird. Das 
bedeutet in der aktuellen Modellvorstellung (Schmitt, 2003; Blair, 2003), daß die 
elektrostatische Kraftübertragung vom Stator zum Rotor durch die Mutation getroffen 
wurde. Die Chemokinese – und somit die Funktionsfähigkeit beim chemotaktischen 
Respons – wurde über die relative Geschwindigkeitserhöhung bei Lockstoffzusatz 
gemessen. 
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Tab.9. Schwimmgeschwindigkeiten (µm/sec) von motA- und fliG-Einzel- und 
Doppelmutanten in S.meliloti in Abwesenheit und Anwesenheit des Lockstoffs Prolin* 
                                                                   
                                                                            MotA-Mutation 
FliG-Mutation WT R90A R90K R90E E98D E98Q E98K 
WT 38,5 ± 2,5 
41,4 ± 2,4 
42,9 ± 2,4 
43,5 ± 2,6 
41,0 ± 2,3 
43,3 ± 2,8 
36,5 ± 1,5 
37,7 ± 1,9 
42,0 ± 2,9 
43,0 ± 3,1 
41,1 ± 2,6 
41,3 ± 2,6 
0,0  
 
        
R277A 37,5 ± 2,3 
39,7 ± 2,0 
39,3 ± 2,9 
39,9 ± 3,0 
     
        
R277E 35,6 ± 2,3 
38,3 ± 2,1 
37,3 ± 2,4 
38,6 ± 1,5 
   38,4 ± 1,8 
39,7 ± 2,4 
0,0 
        
R294A 28,5 ± 1,1 
31,7 ± 1,2 
0,0    0,0 0,0 
        
R294D 0,0   0,0    
        
R294K 36,0 ± 2,3 
38,0 ± 2,5 
      
        
R294V 0,0       
        
E300A 39,0 ± 2,6 
40,8 ± 2,0 
42,5 ± 2,4 
43,5 ± 2,3 
     
        
E300R 34,1 ± 1,7 
36,0 ± 2,1 
      
        
S301A 37,7 ± 2,0 
40,6 ± 1,7 
40,4 ± 2,6 
41,5 ± 3,0 
 36,7 ± 1,7 
37,6 ± 1,9 
   
        
S301C 35,9 ± 1,7 
38,5 ± 2,0 
  36,0 ± 2,3 
37,0 ± 1,8 
   
        
S301D 36,2 ± 1,9 
39,0 ± 2,4 
    20,9 ± 1,1 
21,5 ± 1,5 
 
        
S301K 34,4 ± 2,0 
37,9 ± 1,6 
  36,0 ± 2,8 
38,0 ± 3,1 
   
        
S301R 35,7 ± 2,6 
37,9 ± 2,3 
39,2 ± 2,4 
40,5 ± 2,2 
     
*Fußnote auf S.63 
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                                MotA-Mutation 
FliG-Mutation WT R90A R90K R90E E98D E98Q E98K 
S301T 35,5 ± 1,6 
38,2 ± 1,9 
  35,8 ± 2,3 
37,3 ± 1,7 
   
        
D302A 37,6 ± 2,0 
40,0 ± 2,1 
  33,0 ± 1,5 
34,3 ± 1,2 
   
 
        
D302E 38,1 ± 1,8 
40,6 ± 1,8 
      
        
D302K 35,1 ± 2,2 
35,9 ± 2,5 
36,8 ± 2,6 
37,0 ± 3,4 
 31,2 ± 1,6 
32,5 ± 1,7 
   
        
N311R 35,8 ± 2,3 
39,6 ± 2,3 
41,7 ± 3,2 
43,1 ± 2,6 
 36,3 ± 2,7 
37,7 ± 1,7 
   
        
D314A 37,5 ± 2,1 
40,5 ± 2,0 
      
        
D314R 38,9 ± 2,9 
41,1 ± 2,1 
      
        
R294A/S301D 0,0       
        
R294A/D302A 21,0 ± 1,4 
23,0 ± 1,1 
      
        
E300A/S301D 37,2 ± 1,4 
39,8 ± 1,8 
31,5 ± 1,7 
34,0 ± 2,1 
 0,0  29,4 ± 1,6 
30,5 ± 1,5 
 
        
E300A/S301R 33,0 ± 1,4 
35,7 ± 2,0 
36,4 ± 1,8 
37,9 ± 1,5 
 36,9 ± 3,5 
40,2 ± 3,6 
 32,9 ± 2,3 
35,0 ± 3,0 
 
        
E300R/S301D 37,4 ± 1,1 
39,9 ± 1,6 
      
        
E300R/S301R 23,1 ± 1,1 
24,1 ± 1,1 
24,9 ± 1,4 
24,3 ± 1,2 
 28,1 ± 1,7 
28,8 ± 1,7 
 0,0  
        
S301D/D302A 34,0 ± 1,7 
36,8 ± 1,6 
      
        
S301D/D302K 27,6 ± 1,0 
30,3 ± 1,1 
      
*Fußnote auf S.63 
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   MotA-Doppel- 
   Mutanten 
      
       
R90A/E98Q 22,6 ± 1,9 
22,2 ± 1,7 
     
       
R90K/E98Q  42,7 ± 2,2 
43,0 ± 2,2 
     
       
R90A/E98D 42,5 ± 1,7 
43,8 ± 1,6 
     
*Mittlere Schwimmgeschwindigkeit. Durchschnittswerte von 1000 einzelnen gemessenen Bakterienspuren 
wurden in jeder Probe durch computergestützte Bewegungsanalyse bestimmt und wurden für mindestens fünf 
unabhängige Zellpopulationen gemittelt. Die zweite Zeile bei jeder Mutante gibt die Schwimm-
geschwindigkeit in Anwesenheit von 10-2 M Prolin als Lockstoff an. Beispiele für Synergismen sind durch 
Fettdruck hervorgehoben, Beispiele für Suppression durch Fett- und Kursivdruck.  
 
 
Im folgenden werden die Daten der Tab.9 nach vier Gesichtspunkten ausgewählt und 
besprochen: 
a) Essentielle Reste von MotA und FliG für die Kraftübertragung 
b) Neue Reste des S.meliloti-Motors für die Kraftübertragung 
c) Suppression durch Ladungsumkehr zwischen MotA und FliG 
d) Reste für die Chemokinese 
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Zu a) 













































Abb.20. Oben: Histogramm der Schwimmgeschwindigkeiten ausgewählter MotA- und FliG-Mutanten. 
Schwarze Balken zeigen die Grundgeschwindigkeit an, graue die Schwimmgeschwindigkeit nach 
Lockstoffzugabe. Die fettgedruckten Zahlen und Buchstaben bezeichnen die AS-Austausche in FliG (R294A, 
R294D, D302K) und MotA (R90A, R90E, E98K). Unten: Modell der Interaktionen zwischen den oben 
erwähnten AS-Resten. Farbcode wie in Abb.19. 
 
 
Coulomb-Kräfte werden durch die Wechselwirkung antagonistischer Ladungen vermittelt. 
Deshalb ist jede Ladungsumkehr eines fraglichen Rests ein besonders empfindlicher Test 
auf seine Rolle im Kraft-Transfer. Nach diesem Kriterium sind die Reste MotA/E98K und 
FliG/R294D am stärksten betroffen, und stellen damit das wichtigste Ladungspaar dar. 
Deutlich schwächere „Spieler“ sind danach MotA/R90E mit 5 % Geschwindigkeitseinbuße 
und D302K (FliG) mit 9 % Geschwindigkeitsreduktion (Tab.9). Die Bedeutung dieser 
Reste wird erst durch doppelte Ladungsumkehr MotA/R90E-FliG/D302K mit 19 % 
Reduktion oder in der Kombination der ungeladenen Varianten MotA/R90A-FliG/R294A 
deutlich (100 % Reduktion). Offenbar haben diese beiden positiven Reste auch eine 
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„abschirmende“ Funktion: ihr Ausfall läßt nur sich abstoßende negative Ladungen zurück 
(MotA/E98 und FliG/D302), was zum Stillstand führt. 
Von den konservierten Ladungspartnern (die entsprechend bei E.coli und T.maritima 
auftreten) sind demnach für die Kraftübertragung MotA/E98 und FliG/R294 das dominante 
Paar. Die Ladungsträger MotA/R90 und FliG/D302 spielen eine sekundäre Rolle; sie sind 






















































Abb.21. Oben: Histogramm der Schwimmgeschwindigkeiten ausgewählter MotA- und FliG-Mutanten. 
Schattierungen wie in Abb.20. Die fettgedruckten Zahlen und Buchstaben bezeichnen die AS-Austausche in 
FliG (R294A, E300R, S301D) und MotA (R90E). Unten: Modell der Interaktionen zwischen den genannten 
AS-Resten. Farbcode wie in Abb.19. 
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Die Rotorkomponente FliG von S.meliloti weist an zwei Positionen, die bei 
Enterobakterien geladen sind, neutrale Reste auf: S301 statt D, N311 statt R, dafür aber 
eine bei allen verwandten Spezies konservierte Position E300 (bei E.coli-ähnlichen Spezies 
R oder K). Bei Einführung einer E.coli-analogen negativen Ladung (S301D) trat eine 6 %-
ige Geschwindigkeitsreduktion ein, jedoch wurde in den Kombinationen FliG/ 
R294A/S301D bzw. FliG/S301D-MotA/R90E vollständiger Motorstillstand registiert. In 
beiden Fällen dürfte die Dominanz negativer Ladungen und deren abstoßende Wirkung 
zum Funktionsverlust führen. FliG/S301 hat folglich auch bei S.meliloti eine Position an 
der Kontaktfläche zwischen MotA und FliG inne.  
Die Bedeutung des S.meliloti-spezifischen negativ geladenen Restes FliG/E300 wurde 
zunächst durch Ladungsumkehr E300R sichtbar gemacht. Es trat eine 12 %-ige 
Geschwindigkeitsreduktion ein (Tab.9). Die Rolle dieses neuen Restes bei Suppression und 
Chemokinesis wird unter c) und d) erläutert. Schließlich bleibt als Novität die 
Neutralisierung des bei E.coli geladenen Restes an der Position FliG/N311. Die 
Wiedereinführung einer positiven Ladung (N311R) an dieser Stelle reduzierte die 
Geschwindigkeit nur um 7 %, aber die Chemokinese wurde von 7 % (wt) auf 10 % 
verstärkt. Möglicherweise resultiert eine schwach abstoßende Wechselwirkung von 
FliG/N311R und MotA/R90 in einer Verlangsamung der Grundgeschwindigkeit.  
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Zu c)  






















































Abb.22. Oben: Histogramm der Schwimmgeschwindigkeiten ausgewählter MotA- und FliG-Mutanten. 
Schattierungen wie in Abb.20. Die fettgedruckten Zahlen und Buchstaben bezeichnen die AS-Austausche in 
FliG (E300A, E300R, S301R) und MotA (R90E). Unten: Modell der Interaktionen zwischen den oben 
erwähnten AS-Resten. Farbcode wie in Abb.19. 
 
 
Suppression, d.h. die (teilweise) Aufhebung eines genetischen Defekts durch einen zweiten 
weist auf ihre mögliche Funktion hin. Zwei MotA/FliG-Mutations-Kombinationen 
resultieren tatsächlich in Suppression (Tab.9): Die Kombination von FliG/E300A/S301R 
mit MotA/R90E führt zu einer Erhöhung der Grundgeschwindigkeit um 11 %. Ein 
ähnliches Resultat von 12 % Geschwindigkeitszunahme (bei deutlich erniedrigter 
Grundgeschwindigkeit) wird bei Kombination von FliG/E300R/S301R mit MotA/R90E 
erzielt. In beiden Fällen wurden durch Umkehr der Ladungen in Rotor und Stator Effekte 
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der Einzelmutationen teilweise aufgehoben. Daraus ist zu folgern, daß MotA/R90 und 
FliG/E300/S301 in Wechselwirkung stehen und daß es sich bei diesen um eine 
elektrostatische Interaktion handelt. 
 
 

















































Abb.23. Oben. Histogramm der Schwimmgeschwindigkeiten ausgewählter MotA- und FliG-Mutanten. 
Schattierungen wie in Abb.20. Die Zahlen bezeichnen die prozentuale Geschwindigkeitszunahme nach 
Lockstoffzugabe. Die fettgedruckten Zahlen und Buchstaben bezeichnen die AS-Austausche in FliG (R294A, 
S301D, D302K) und MotA (R90A, E98Q). Unten: Modell der aufgrund der Mutationen aufgehobenen 
Interaktionen zwischen den oben erwähnten AS-Resten. Farbcode wie in Abb.19. 
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Chemokinesis, d.h. Geschwindigkeitserhöhung der rotierenden Flagellen bei 
Lockstoffzusatz, ist eine Besonderheit des einsinnig rotierenden S.meliloti-Motors. 
Mutationen, die diesen Respons auf ein positives Signal aufheben, sollten Hinweise auf 
den Mechanismus der kontrollierten Geschwindigkeitsvariation geben. Solche Mutationen 
gibt es sowohl auf seiten des Stators (MotA) als auch auf seiten des Rotors (FliG).  
Eine weitgehende Aufhebung der Chemokinesis trat auf bei Mutationen, die eine der 
beiden konsesrvierten Ladungen von MotA neutralisieren: R90A (Geschwindigkeit-
Differenz 1,4 statt 7,5 % beim wt) und E98Q (Geschwindigkeitsdifferenz 0,5 %). Beide 
Mutanten „liefen“ auf maximaler Geschwindigkeit. 
 
Daraus folgt, daß von den zwei geladenen MotA-Resten R90 und E98 einer für den 
Antrieb reicht, aber beide Reste für die Variation der Rotationsgeschwindigkeit 
(Bremse) gebraucht werden. 
 
Auf seiten von FliG spielte der negativ geladene Rest D302 eine vergleichbare Rolle. Die 
Mutante D302K wies eine Geschwindigkeitsvariation von nur 2 % auf. Daraus wurde ein 
Konzept abgeleitet, das die kombinierte Wirkung von anziehenden und abstoßenden 
elektrostatischen Interaktionen für das Abbremsen der Flagellenrotation postuliert, 
während zwei Paare entgegengesetzter (sich anziehender) Ladungen, oder auch ein Paar 
alleine, zur vollen Rotationsgeschwindigkeit führen. Auf welche Weise diese alternativen 
Kombinationen an der MotA-FliG-Kontaktfläche miteinander wechselwirkenden 
Coulomb-Kräfte durch Konformationswechsel von FliG miteinander in Kontakt kommen 
können, wird im Diskussionsteil (5.) erörtert. 
 
 
4.3.5.   Zur in vivo-Stabilität mutierter FliG-Proteine 
 
Es konnte nicht ausgeschlossen werden, daß der Austausch einzelner AS-Reste die 
Struktur von FliG verzerren könnte und verändertes Protein abgebaut wird. Daher wurden 
diejenigen Mutanten, die einen vom Wildtyp abweichenden Phänotyp zeigten, auf die 
vorhandenen FliG-Mengen getestet. Sobald ein anti-FliG-Antikörper verfügbar war 
(B.Scharf, pers. Mitt.), wurden Western blot Analysen der Mutantenproteine durchgeführt. 
Zellextrakte des Wildtyps und von 14 FliG-Einzel- und Doppelmutanten, die eine im 
Vergleich zum Wildtyp verminderte Schwarm- und Schwimmfähigkeit aufwiesen, wurden 
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elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Membran übertragen und mit dem 
Antikörper inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abb.24 gezeigt. 
 
 
                     R277E  R294A  R294D  R294V  E300R    001      ∆fliG      St.     S301K  D302K 
                  
 
                  R294A/   R294A/                                    E300A/   E300R/   S301D/   S301D/ 
                  S301D    D302A   ∆fliG       001     St.    S301R    S301R    D302A   D302K   N311R 
                 
 
Abb.24. Western blot zum quantitativen Nachweis der Expression der veränderten FliG-Proteine. Gleiche 
Mengen an Zellextrakten (3.9.1.) wurden in einem 10 % Acrylamid-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert und mit einem anti-FliG-Antikörper inkubiert. Diejenigen Mutanten, die gegenüber 
dem Wildtyp einen veränderten Phänotyp aufweisen, sind mit diesem und der Gesamt-Deletionsmutante 
∆fliG (RU13/054) aufgetragen. St.: Größenstandard. 
 
 
Die langsamer laufende Bande rührt von einer unspezifischen Kreuzreaktion her, die 
schnell-laufende ist das von FliG hervorgerufene Signal. Es war zu erkennen, daß fast alle 
getesteten Mutanten FliG-Mengen ähnlich denen des Wildtyps aufwiesen. Lediglich die 
Mutante E300A/S301R wies geringfügig weniger FliG, die Mutante E300R/S301R 
wesentlich weniger FliG als der Wildtyp auf. Die FliG/E300/S301-Mutanten sind jedoch 
durch Mutationen in MotA supprimierbar, so daß der Effekt der Mutationen zumindest 
nicht alleine durch ein Mengenproblem begründet werden kann. Die Mutante FliG/N311R 
wies einen gegenüber dem Wildtyp geringfügig veränderten Phänotyp auf, der 
möglicherweise durch eine Unterversorgung der Flagelle mit FliG-Molekülen verursacht 
wurde. 
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4.4.   Herstellung und Charakterisierung einer fliF-fliG-Fusionsmutante 
 
Es ist durch Arbeiten mit den E.coli-Motorproteinen FliG und FliF bekannt, daß  
• sie in 1:1 Stöchometrie im Flagellenmotor mit 26 ± 2 Kopien auftreten (Jones & 
Macnab,1990; Sosinsky et al., 1992; Thomas et al., 1999); 
• die beiden Proteine in enger Assoziation stehen (MS-Ring-/C-Ring-Verbindung; 
Francis et al., 1992) und 
• bestimmte FliF-FliG-Fusionsmutanten noch eingeschränkt funktionieren (Thomas 
et al., 2001). 
 
Bei E.coli zeigte eine FliF-FliG-Fusionsmutante, welcher die fünf C-terminalen AS-Reste 
von FliF fehlten, die aber ein zusätzlich eingefügtes Isoleucin enthielt, ein nach cw 
verschobenes Rotationsmuster. Eine Fusionsmutante, welcher 56 C-terminale FliF-Reste 
und 94 N-terminale FliG-Reste fehlten, zeigte ein nach ccw verschobenes 
Rotationsverhalten (Francis et al., 1992). Die Domänenanordnung von FliG hat offenbar 
durch die Fusion mit FliF ihre notwendige Beweglichkeit eingebüßt. 
Andererseits sind Konformationsänderungen der C-terminalen Domäne von FliG für den 
„switch“ des Rotationssinns bei E.coli und vermutlich für die Chemokinese bei S.meliloti 
(s. 4.3.) erforderlich. Bindet eine N-terminale Fusion FliG so eng an FliF, daß diese 
Konformationswechsel nicht mehr (oder nur eingeschränkt) möglich sind? Zur möglichen 
experimentellen Klärung dieser Frage wurde hier eine Fusion der 3´-Region von fliF mit 
fliG (tail to head) von S.meliloti rekombinant hergestellt und in den natürlichen Genlocus 
von fliF einer ∆fliG-Mutante rekombiniert. Das Vorgehen ist in Abb.25 dargestellt. 
Mit Hilfe des mobilisierbaren Vektors pK18mobsacB wurde das Fusionskonstrukt in die 
fliG-Deletionsmutante eingebracht, die 3´-Region mittels Allelenaustausch durch 
nachfolgendes fliF ersetzt. Einen Hinweis auf erfolgreiche Integration von fliG lieferte die 
Beobachtung des Schwärm- und Schwimmverhaltens; einige potentielle Mutanten waren 
im Gegensatz zur fliG-Deletionsmutante in der Lage, Schwärmringe auszubilden. 
Mögliche Kandidaten wurden mittels Southern blot auf Vorhandensein und Größe einer 
mit der fliG-Sequenz hybridisierenden Bande getestet. Die Ergebnisse sind in Abb.26 
gezeigt. Die Mutanten 2/13, 2/17, 3/3 und 3/11, die noch beweglich waren, enthielten das 
mit der fliG-Sonde hybridisierende fliF-fliG-Restriktionsfragment in der für die Fusion 
errechneten Größe von 5,1kb. 
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fliFfliG-Fusion
...GAT GAA TCC ATG ACG GAT...
                                M      V      S...
...GAT ATG ACG GAT...
M      V      S...
             
 




...GCC GGT ATA TCG...
...GCC TCG...




































                    
  
            
BamHI  
GGA TCC
G       S 
 ...GCG
  ...A 
ATG ACG GAT...
M      V       S...






Abb.25. Herstellung einer fliF-fliG-Fusionsmutante. Oben: Relevante Teile der Originalsequenz des 
Wildtyps, darunter die im PCR-Konstrukt veränderten Nukleotide und die abgeleiteten AS-Folgen. Die 
eingeführten BamHI- und XbaI- Schnittstellen sind rot markiert. Grüne bzw. blaue Pfeile symbolisieren 
jeweils fliF- und fliG-Sequenzen. Das PCR-Konstrukt wurde über die markierten EcoRI-HindIII-
Restriktionsschnittstellen in den mobilisierbaren Vektor pK18mobsacB eingebracht. Abkürzungen: KmR: 
Kanamycin-Resistenz; sacB: Levan-Saccharase-Gen; oriV: vegetativer Replikationsstartpunkt; oriT: 
Replikationsstartpunkt bei der konjugativen Übertragung. Das Plasmid wurde in die fliG-Deletionsmutante 
eingebracht, symbolisiert durch ein Schrägkreuz. Die Genorte von fliF und ∆fliG in der Deletionsmutante 
sind durch einen grünen Pfeil bzw. durch einen Pfeil mit einem Kreuz als Symbol für die Deletion 
dargestellt.  Die Positionen der angegebenen EcoRI- und HindIII-Schnittstellen sind auf die Sequenz nach 
Platzer et al. (1997) bezogen. In der schematischen Übersicht der Fusionsmutante ist das gekoppelte fliF-
fliG-Gen durch einen grün-blauen Pfeil dargestellt. Die Größe der zu erwartenden, mit einer fliG-Sonde im 
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                                               1       2       3       4       5       6       7       8      9         
                                             2/2   2/13   2/17   3/3   3/8   3/11   ∆G   001   pUC 
                                                                                                                     -fliG 






Abb.26. Southern blot zum Nachweis der fliF-fliG-Fusion. Es wurde ein EcoRI / HindIII Doppelverdau der 
genomischen DNA durchgeführt, als Sonde wurde fliG verwendet. Spuren 1-6: potentielle Mutanten; 7, 




                              RU11/001     ∆fliG      2/17       3/3 











Abb.27. Western blot zum Nachweis der Expression des FliF-FliG-Fusionsproteins. 
Gleiche Mengen an Zellextrakten wurden in einem 7,5 % Acrylamid-Gel aufgetrennt, auf eine 
Nitrocellulose-Membran transferiert und mit einem anti-FliG-Antikörper inkubiert.  
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Diese Stämme zeigen die Randbereiche des deletierten fliG (0,95 kb) und zusätzlich eine 
5,1 kb-Bande, welche die erfolgreiche Fusion der Gene fliF und fliG dokumentiert, 
RU11/001 zeigt die Bande von wt-fliG bei 1,9 kb. 
Ferner war zu verifizieren, daß das Fusionsprotein korrekt synthetisiert wurde und nicht 
eine Reinitiation der Translation am erhalten gebliebenen Methionin-Startcodon von FliG 
erfolgte, oder daß das Protein durch eine Protease gespalten wird. Daher wurden zwei der 
isolierten Klone, 2/17 und 3/3, per Western blot überprüft. Das Ergebnis ist in Abb.27 zu 
sehen. 
FliG wurde im Wildtyp mit einem apparenten Molekulargewicht von 45 kDa (theoretisch 
38 kDa) detektiert. Diese Bande fehlte in der Fusionsmutante, statt dessen war eine Bande 
von etwa 110 kDa zu sehen, als deutliches Indiz für die Präsenz des Fusionsproteins. FliF 
besitzt ein errechnetes Molekulargewicht von 61 kDa; es war daher davon auszugehen, daß 
das Signal (61 + „45“ kDa) auf dem Röntgenfilm von dem FliF-FliG-Fusionsprotein 
stammte. Die schwache Intensität der Bande im Vergleich zum wt-FliG ist vermutlich eine 
Folge der schlechteren Übertragung des größeren Proteins auf die Nitrocellulosemembran.  
Die Mutante 3/3 wurde weiter charakterisiert. Der Schwärmring auf Bromfield-Platten war 
im Durchmesser gegenüber dem des Wildtyps um 14 % reduziert (Abb.28). 
 
 





Abb.28: Phänotyp der fliF-fliG-Fusionsmutante. 1, Wildtyp; 2,  fliF-fliG-Fusionsmutante. Untersuchte 
Stämme wurden mit der Mikropipette auf Bromfield-Schwärmplatten aufgebracht und zwei Tage bei 30°C 
inkubiert. 
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Tab.10. Schwärmringdurchmesser und Schwimmgeschwindigkeit der fliF-fliG-




digkeit ohne Prolin 
(µm/s)2 
Schwimmgeschwin- 
digkeit mit Prolin 
(µm/s)2 
RU11/001 100 38,5 ± 2,5 41,4 ± 2,4 
fliF-fliG-Fusions- 
mutante (RU11/991) 
86 ± 6 37,7 ± 1,2 39,4 ± 2,8 
1 Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten 
2 Mittelwerte aus fünf unabhängigen Experimenten 
 
 
Ferner wurden Messungen der Schwimmgeschwindigkeit (3.11.2.) durchgeführt. Wie 
Tab.10 zeigt, wurden eine 2 %-ige Abnahme der (gebremsten) Grundgeschwindigkeit und 
eine 4,8 %-ige Reduktion der Lockstoff-stimulierten Schwimmgeschwindigkeit festge-
stellt. Mit anderen Worten: Die Geschwindigkeits-Varianz (Chemokinesis) wurde von 7,5 
% (wt) auf 4,8 % (fliF-fliG-Fusion) reduziert. Daraus ist (auch bei N-terminaler Fusion) 
auf eine verringerte Fähigkeit der C-terminalen Domäne von FliG zum vollständigen 
Konformationswechsel bei Stimulation zu schließen. 
 
  
Diskussion  80 
5.     Diskussion 
 
 
Anders als beim bekannten enterobakteriellen Modell – (Rotationsumkehr des 
Flagellenmotors) rotieren die Flagellen von Sinorhizobium meliloti – als Prototyp für viele 
α-Proteobakterien – ausschließlich im Uhrzeigersinn. Richtungsänderungen schwimmen-
der Zellen werden durch asynchrone Verlangsamung einzelner rotierender Geißeln 
erreicht, wodurch das geordnete Geißelbündel auseinanderfliegt (Schmitt, 2002; Scharf, 
2002). Die Fähigkeit zur Chemokinesis wird durch den Responsregulator CheY2, die 
neuen Motilitätsproteine MotC, MotD und MotE, sowie letztlich durch die Art und Weise 
reguliert, in der Ladungen an der Kontaktfläche von MotA und FliG elektrostatisch 
miteinander wechselwirken. Eigenschaften des MotC-Proteins und vor allem die Ladungs-





5.1.     Orthologe Gene von Rhizobium lupini H13-3 und ihre Anordnung  
 im flagellar regulon 
 
Neuisolierte Gene von R.lupini H13-3 wurden sequenziert und mit vorhandenen Daten der 
NCBI-Genbank verglichen. Es zeigte sich, daß die Anordnung der Gesamtsequenz von 
motA bis motD (Abb.11) identisch war mit der von Agrobacterium tumefaciens (Goodner 
et al., 2001). Die Reihenfolge der Gene motA, fliM, fliN, fliG, flhB und orf14 ist identisch 
mit jener von S.meliloti, bei beiden Bakterienarten folgen auch orf38, motB, motC und 
motD aufeinander. Im Vergleich zu S.meliloti und M.loti (Kaneko et al., 2000) fand eine 
Translokation und Inversion der Gene motA, fliM, fliN, fliG, flhB und orf14 statt; die 
Promotoren blieben bei der Umstrukturierung erhalten (Scharf et al., 2001; Abb.11).  
Bereits der Sequenzvergleich der Flagellingene hatte auf eine verwandtschaftliche 
Einordnung von R.lupini näher bei A.tumefaciens als bei S.meliloti hingedeutet (Scharf et 
al., 2001). Vergleiche von MotC, MotA und FliG von R.lupini H13-3 mit den orthologen 
Sequenzen von S.meliloti und A.tumefaciens (Tab.11) bestätigt diese Einschätzung. 
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Tab.11. Vergleich1) der MotC, MotA und FliG-Gene von R.lupini H13-3 (100 %) mit den 
orthologen Genen von S.meliloti und A.tumefaciens 
 Identität (%)  Ähnlichkeit (%)  
R.lupini S.meliloti A.tumefaciens S.meliloti A.tumefaciens 
MotC 50 88 58 91 
MotA 83 99 89 100 
FliG 67 98 77 99 
1) Vergleiche mittels GCG-Programm (Wisconsin Package) 
 
 
Der Vergleich zeigt eine 88-98 %-ige Identität der R.lupini-Proteine zu denen von 
A.tumefaciens, aber nur 50-83 %-ige Identität zu denen von S.meliloti. Der Stammbaum 
(GCG-Programm, Wisconsin Package) gibt für alle drei Proteine eine verwandtschaftliche 
Mittelstellung für A.tumefaciens zwischen R.lupini und S.meliloti an, mit einer engeren 
Verwandtschaft zwischen A.tumefaciens und R.lupini. Dem entspricht die Klassifizierung 
anhand von 16S rRNA-Sequenzvergleichen (B.Scharf, pers. Mitt.).  
Die Variabilität in den Sequenzen von S.meliloti einerseits und A.tumefaciens und R.lupini 
andererseits, und auch von M.loti (Tab.5), ist bei ähnlichem Antriebsmodus hilfreich zur 
Auffindung konservierter Bereiche. Entsprechende Genregionen können mutiert werden, 
der Phänotyp der resultierenden Mutantenstämme kann untersucht und mit dem des 
Wildtyps verglichen werden; dies kann die Zuordnung von Funktionen erleichtern. 
Zu E.coli mit einem phylogenetischen Abstand von mehr als 500 Millionen Jahren 
(Ochman & Wilson, 1987) bestehen dagegen deutliche Unterschiede in der Genanordnung. 
Gene, die bei der einen Gruppe aneinander gekoppelt vorliegen, sind bei der anderen weit 
voneinander entfernt lokalisiert. Es ist denkbar, daß der unterschiedliche Bewegungsmodus 
eine andere relative Stöchiometrie von beteiligten Komponenten erfordert – z.B. liegen 
motA und motB im selben Operon, während sie bei S.meliloti getrennt transkribiert werden. 
Dagegen ist motB mit den neuen Genen motC und motD genetisch und translational 
gekoppelt, was deren Bedeutung für die variable Rotationsgeschwindigkeit unterstreicht. 
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5.2.     Domänen und Funktionen von MotC 
 
Dem MotC-Protein wird eine Rolle bei der Regulation der variablen Geißelrotation 
zugeschrieben (Platzer et al., 1997; Attmannspacher, 1999). Das stöchiometrische 
Verhältnis von MotC zu MotB von ∼1:1 (Halbach, 2003) ist offenbar entscheidend für die 
Funktion des Kanals. Eine Mutation, die zur reduzierten MotC-Produktion führte, hatte 
massiven Einfluß auf die Geißelrotation: diese drehten langsam und asynchron (Platzer et 
al., 1997). MotC könnte daher den Protonenfluß und damit die Energieversorgung 
regulieren (Platzer et al., 1997). Warum wird MotC essentiell gebraucht? Denkbar wäre 
seine Funktion als Protonenfänger für den MotA-MotB-Protonenkanal. Tatsächlich ist 
S.meliloti bei erhöhtem pH im Medium gegenüber E.coli-Zellen im Vorteil (4.2.2.); 
S.meliloti-Zellen sind bei pH 9,5 noch motil, E.coli-Zellen nur bis pH 9,0. 
Die Assoziation von MotC mit der Cytoplasmamembran (Halbach, 2003) spricht für eine 
mögliche Funktion als Sensor von pmf oder des Membranpotentials (∆ψ). Diesen 
Überlegungen wird jetzt mit gezielten Substitutionen in MotC nachgegangen. Eine 
Beeinträchtigung der Motilität bei pH-Erhöhung könnte auch in der unterschiedlichen 
Struktur der Flagellenfilamente von E.coli und S.meliloti begründet liegen. 
Untersuchungen mit R.lupini H13-3 haben gezeigt, daß die Flagellen bei pH 8-10 die 
semicoiled Konformation einnahmen, bei pH 11 dann eine straight Konformation (Scharf, 
2002). Derartige Konformationsänderungen haben zweifelsohne eine Verlangsamung der 
Schwimmgescheindigkeit zur Folge. Diesem Einwand könnte man mittels tethering 
Experimenten begegnen, welche die Motorrotation einzelner Flagellen direkt messen 
(Silverman & Simon, 1974). 
In der Struktur des MotC-Proteins konnte durch Sequenzvergleiche eine grobe 
Domäneneinteilung erkannt werden. Diese ist in Abb.29 veranschaulicht. Eine N-terminale 
Domäne (∼AS-Reste 35-254) ist wichtig für die Interaktion mit dem Chaperon MotE. Zwei 
in der C-terminalen Region gelegene Bereiche wechselwirken mit dem Kanalprotein MotB 
(∼AS-Reste 295-354 und 415-433). Zwischen den beiden MotB-Bindestellen befindet sich 
ein flexibler Linker (∼AS-Reste 355-414). 
  






Abb.29. Postulierte Domäneneinteilung für das MotC-Protein. N, C: N- und C-terminales Ende. Blau: für die 
Interaktion mit dem Chaperon MotE wichtiger Bereich. Rot: MotB-Bindedomänen. 
 
 
MotC ist als periplasmatisches Protein sehr empfindlich gegenüber Abbau. Die Deletion 
von motE führt zum Verlust von MotC im Periplasma (Eggenhofer et al., 2004). Die 
Deletionsanalyse von MotC ergab, daß MotC-Proteine, die im N-terminalen Bereich (AS-
Reste 35-254) um jeweils 20 AS-Reste verkürzt sind, instabil waren (Abb.14) und zum 
beinahe oder vollständig paralysierten Phänotyp führten (Abb.15). Die N-terminale Region 
wird daher als wichtig für die Interaktion mit dem Chaperon angenommen.  
Essentiell für die Motorfunktion ist die MotC-Wechselwirkung mit dem Kanalprotein 
MotB (Platzer et al., 1997). Two-hybrid Analysen hatten eine Bindung der C-terminalen 
AS-Reste 343 bis 434 an MotB gezeigt (Haslbeck, 1997). Ein rekombinant exprimiertes 
MotC-Protein, dem diese C-terminale Region fehlte, konnte in Affinitätsblots aber noch 
mit MotB interagieren (Halbach, 2003). Verkürzungen um je 20 AS-Reste in den 
Bereichen der Positionen 315 bis 354 und 415 bis 433 hatten eine Reduktion der 
Schwimmgeschwindigkeit um 40-60 % zur Folge, die Proteine sind aber, zumindest bei 
Deletionen im Bereich der Positionen 315 bis 354, relativ stabil (∼55 % im Vergleich zum 
Wildtyp, Abb.14). Die veränderten Proteine sind zwar im Periplasma vorhanden, können 
dort aber offenbar nicht an den Protonenkanal assoziieren. 
Das MotC-Protein ist gegenüber Verkürzungen um 20 AS-Reste im Bereich 355 bis 414 
tolerant, die Mutanten weisen eine Reduktion der Schwimmgeschwindigkeit maximal um 
15 % auf. Eine Verkürzung um alle 60 AS-Reste führt zu einer Reduktion der 
Schwimmgeschwindigkeit um 26 % (Attmannspacher, 1999). Diese Region ist als einzige 
neben dem Signalpeptid bei den MotC-Proteinen von S.meliloti, R.lupini, A.tumefaciens 
und M.loti wenig konserviert, auch die Länge ist variabel (Abb.12). Sie wird daher als 
flexible Verbindung zwischen den beiden MotB-Bindebereichen angesehen. 
Es müssen weitere genetische und biochemische Tests durchgeführt werden, um Struktur 
und Funktion dieses neuartigen Proteins genauer aufklären zu können. 
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5.3.     Wechselwirkungen an der Stator-Rotor-Kontaktfläche 
 
Aktuelle Modellvorstellungen gehen davon aus, daß die Umwandlung der 
elektrochemischen in kinetische Energie bereits im Stator erfolgt. Das helix rotation model 
von Schmitt (2003) postuliert, daß der Protonenfluß reversible Rotationsbewegungen der 
fünf Transmembranhelices der Kanalproteine MotA und MotB verursacht und daß diese 
über elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Ladungsantipoden in MotA und FliG 
auf den Rotor übertragen werden.  
Die Bedeutung geladener Reste an der MotA-FliG-Kontaktfläche von S.meliloti wurde 
durch AS-Austausche im Statorprotein MotA und dem Rotorprotein FliG analysiert. Im 
Vergleich mit E.coli sind bei S.meliloti die beiden MotA-Reste Arg90 und Glu98 
konserviert, ferner die FliG-Reste Arg294 und Asp302 (Abb.18). Zusätzlich zu diesen auch 
im orthologen E.coli-Protein konservierten Resten wurde Glu300 (FliG) mutiert. 
 
 
5.3.1.   Natur der Wechselwirkungen 
 
Von den fünf relevanten geladenen Resten von E.coli-FliG sind bei S.meliloti drei analoge 
Reste essentiell für die Motorrotation (Arg283, Asp290 und Glu291), zwei weitere 
(Lys266 und Arg299) sind von nachrangiger Bedeutung (Lloyd & Blair, 1997; Zhou et al., 
1998). Röntgen-Strukturdaten der C-terminalen Domäne von FliG von Thermotoga 
maritima wiesen auf die Anordnung dieser geladenen Reste, die mit MotA wechselwirken, 
in der Kontaktfläche hin. Es wurde postuliert, daß zwei verschieden orientierte Subgruppen 
geladener AS-Reste separat mit MotA interagieren und so den Rotor ccw bzw. cw rotieren 
lassen (Abb.18; Lloyd et al., 1999). Die entsprechende Konfiguration im FliG-Protein von 
S.meliloti enthält Arg294 und Asp302, jedoch das ungeladene Ser301 (statt Asp) in der 
zweiten Konfiguration. Man kann vermuten, daß dies die „Schiene“ für den (nicht 
existenten) reversen Rotationsmodus wäre.  
Das Auftreten von Suppressormutanten bei Ladungsinversion in einem Ladungspaar ist ein 
starkes Indiz für elektrostatische Wechselwirkungen zwischen geladenen AS-Resten als 
Medium der Kraftübertragung vom Stator auf den Rotor. Die Mutante FliG/E300A/S301R 
weist eine Schwimmgeschwindigkeit von 33 µm/s auf, die Tripelmutante FliG/ 
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E300A/S301R-MotA/R90E zeigt jedoch mit 37 µm/s eine gegenüber der FliG-
Doppelmutante um 12 % erhöhte Schwimmgeschwindigkeit. 
Auch die deutlich in ihrer Bewegungsfähigkeit eingeschränkte Doppelmutante 
FliG/E300R/S301R (23 µm/s) ließ sich durch MotA/R90E supprimieren (Schwimm-
geschwindigkeit der Tripelmutante um 22 % erhöht; 28 µm/s). Diese Suppressormutanten 
zeigen, daß wie bei E.coli, auch bei S.meliloti, die Kraft vom Stator auf den Rotor mittels 
elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen geladenen AS-Resten übertragen wird. 
Die wichtigsten Partner für den Transfer der Kraft sind FliG/R294 und MotA/E98 
(Abb.20). Die Wechselwirkung zwischen diesen Resten ist offenbar sehr stark und wegen 
des nötigen geringen Abstands (≤ 4,8 Å) der Ladungspartner auch von der exakten Struktur 
und „Einpassung“ der AS-Reste abhängig. Schon ein Austausch Arg294Val führt zum 
Stillstand, genau wie eine Ladungsumkehr dieses Restes (Arg294Asp; Tab.9). 
 
 
5.3.2.   Chemokinesis 
 
Die Geißeln von S.meliloti rotieren nur im Uhrzeigersinn, die Rotationsgeschwindigkeit 
kann als Reaktion auf chemische Reize variiert werden (Chemokinesis). Das gleichzeitige 
Vorhandensein beider untersuchter MotA-Reste, Arg90 und Glu98, ist für die 
Chemokinesis entscheidend (Abb.23). Die Neutralisierung eines der beiden Reste führt bei 
maximaler Rotationsgeschwindigkeit zum beinahe vollständigen Verlust der Chemokinese. 
Während beim Wildtyp nach Lockstoffzugabe die Schwimmgeschwindigkeit um 7,5 % 
zunimmt, sinkt dieser Wert bei MotA/Arg90Ala auf 1,4 % und bei Glu98Gln auf 0,5 % 
(Tab.9). Auch Mutationen an einer der beiden Positionen, bei denen die Ladung erhalten 
blieb, zeigten bei hoher Geschwindigkeit geringere Chemokinesis: Arg90Lys 5,6 %, 
Glu98Asp 2,4 %). Die Länge der Seitenketten muß auch hier genau passen, wenn die 
Oberfläche des Interaktionspartners FliG „abgetastet“ wird. 
 
 
5.3.3.   Abschirmungseffekte 
 
Das exakte Wechselspiel zwischen positiv und negativ geladenen Resten ist für die 
Kraftübertragung und Variation der Geschwindigkeit entscheidend. Das Einführen einer 
negativen Ladung in Position Ser301 entsprechend dem AS-Rest bei E.coli (Asp) alleine 
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führt zu keiner nennenswerten Veränderung des Phänotyps gegenüber dem des Wildtyps, 
ebenso wie die Neutralisierung der Position Arg294 (Ala). Die Kombination der beiden 
Mutationen führte jedoch zum Stillstand (Abb.21). 
Die plausibelste Erklärung besagt, daß der positive Rest Arg294 die negativen Glu300 und 
Asp302 (alle FliG) gegen Glu98 (MotA) abschirmten. Ohne die positive Ladung von 
Arg294 dominiert die abstoßende Kraft zwischen Glu300/Asp301 und Glu98 und führt 
zum Stillstand.  
 
 
5.3.4.   Modell: Die variable Rotationsgeschwindigkeit wird an der MotA-FliG- 
            Kontaktfläche reguliert 
 
Die Ergebnisse der verschiedenen Kombinationen geladener Reste an den MotA- und 
FliG-Kontaktflächen führten zur Aufstellung eines Modells, das die Rotationsgeschwindig-






























Abb.30. Konzept unterschiedlicher Ladungswechselwirkungen bei schneller und langsamer Rotation. Links: 
anziehende Coulombkräfte ( --- ) zwischen gegensätzlichen (+-) Ladungen führen zu schneller Rotation. 
Rechts: eine Kombination sich abstoßender ( <---> ) und sich anziehender ( --- ) Coulombkräfte führt zu 
langsamer Rotation (U. Attmannspacher, B. Scharf, R. Schmitt, in Vorber.).  
 
 
Im fallenden Lockstoffgradienten wird die CheA-Kinase aktiviert, die CheY2 
phosphoryliert. CheY2∼P signalisiert dem Flagellenmotor „langsamer rotieren“. In 
Analogie zum E.coli-System wird der Kontakt von CheY2∼P und FliM (evtl. über MotD) 
im C-Ring von S.meliloti eine Konformationsänderung induzieren (Brown et al., 2002), die 
sich als relative Verschiebung der FliG-MotA-Kontaktfläche manifestiert.  
Der Rotor kann gegenüber dem Stator zwei Konformationen einnehmen. Die sich 
anziehenden Coulomb-Kräfte zwischen MotA/Glu98 und FliG/Arg294 sowie zwischen 
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MotA/Arg90 und FliG/Glu300/Asp302 wirken in der ersten Konformation (Abb.30 links) 
und resultieren in schneller Rotation des Flagellums. In der zweiten Konformation (Abb.30 
rechts) wird die Kombination anziehender und abstoßender Kräfte wirksam. MotA/Arg90 
und FliG/Asp302 ziehen sich an, MotA/Glu98 und FliG/Glu300/Asp302 stoßen sich ab. 
 
Die Kombination sich anziehender und abstoßender Ladungspaare bremsen die 
Rotation der Flagelle ab. 
 
 Die Tatsache, daß im Rahmen dieser Arbeit mit Asp302Lys nur eine fliG-Mutation 
gefunden wurde, bei der die Chemokinese teilweise aufgehoben wird (2,3 % statt 7,5 %), 
spricht dafür, daß auf der Rotorseite möglicherweise eine Kombination mehrerer geladener 
Reste an der Geschwindigkeitsvariation beteiligt sind.  
Das Modell eines Flagellenmotors, in dem einzelne Statorelemente kurze 
Rotationsinkremente auf einzelne (FliG)-Segmente des Rotors übertragen (Schmitt, 2003), 
erlaubt es auch, den beobachteten graduellen Anstieg oder Abfall der 
Rotationsgeschwindigkeit zu erklären. Geht man von 26 ± 2 FliM- und FliG-Segmenten im 
C-Ring aus (Thomas et al., 1999; Schmitt, 2003), so verursacht jedes CheY∼P-Molekül, 
das an FliM „andockt“, eine partielle Reduktion der Drehgeschwindigkeit; aber nur bei 
vollständiger Besetzung aller Segmente kommt der Motor zum Stillstand. Diese 
Interpretation wird auch durch Beobachtungen der FliF-FliG-Fusion gestützt (4.4.). Wenn 
man davon ausgeht, daß die Fusion den Übergang zwischen den beiden FliG-
Konformationen (Abb.30) in allen FliG-Segmenten des Rotors einschränkt, wird die 
verringerte Fähigkeit zur Chemokinesis (4,5 % statt 7,5 %) sofort verständlich.  
Die Identifizierung und Mutagenese von funktional wichtigen Resten auf Rotor- und 
Statorseite, die miteinander wechselwirken, ist ohne weitergehende Strukturdaten von FliG 
und MotA der beste Weg, um die Regulation der Geschwindigkeit im Flagellenmotor von 
S.meliloti aufzuklären. Der (gentechnische) Austausch interagierender Komponenten des 
Stators (MotA,MotB) und des Rotors (FliG, FliM, FliN) zwischen den Motoren von 
S.meliloti (einsinnige Rotation, H+-Kanal), E.coli (reversible Rotation, H+-Kanal) und 
Vibrio alginolyticus (reversible Rotation, Na+-Kanal) könnte zum Konzept eines 
universellen Flagellenmotors führen. Darüber hinaus müssen aber die Molekular-
Strukturen von Stator und Rotor aufgeklärt werden, damit Modellvorstellungen zur 
Energiekonversion (elektrochemisch nach mechanisch), Kraftübertragung und Generierung 
des Drehmoments falsifiziert oder bestätigt werden. 
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6.     Zusammenfassung 
 
 
Die Flagellen von Sinorhizobium meliloti rotieren im Gegensatz zu Escherichia coli-
Geißeln nur im Uhrzeigersinn. Richtungsänderungen der schwimmenden Zelle werden 
durch Variation der Rotationsgeschwindigkeit einzelner Flagellen und eine daraus 
resultierende Auflösung des geordneten Geißelbündels erreicht.  
Der Flagellenmotor von S.meliloti enthält konservierte Komponenten, wie MotA, MotB, 
FliM, FliN und FliG. Darüber hinaus wurden neue Mot-Proteine, MotC, MotD und MotE 
identifiziert, die essentielle Spezifika des S.meliloti-Flagellenmotors (und verwandter) 
darstellen (Sourjik et al., 1998). Von diesen wurde hier das MotC-Protein analysiert. 
Es stellte sich aber heraus, daß die Verhältnisse bestimmter geladener AS-Reste an der 
Kontaktfläche von Protonenkanal (MotA) und Rotor (FliG) für das Rotationsmuster und 
folglich die Bewegung schwimmender S.meliloti-Zellen entscheidende Bedeutung haben. 
Deshalb wurde hier auf die genetische, protein-biochemische und funktionelle 
Untersuchung dieser Reste und ihre Wirkung besonderer Wert gelegt. 
 
Die wichtigsten Ergebnisse und Schlußfolgerungen dieser Arbeiten lassen sich wie folgt 
zusammenfassen: 
(1) Die unbekannten motA, motC und fliG-Sequenzen von Rhizobium lupini H13-3 
wurden erschlossen, mit den bekannten Orthologen von S.meliloti, Agrobacterium 
tumefaciens und Mesorhizobium loti verglichen und auf diese Weise konservierte 
Domänen definiert. 
(2) Die periplasmatische MotC-Komponente stellt durch Bindung an das MotB-
(Kanal-) Protein die Funktionsfähigkeit des energetisierenden Protonenkanals 
sicher. MotC dient möglicherweise als „Protonenfalle“ oder „pmf-Sensor“, weil 
S.meliloti-Zellen bei höheren pH-Werten (bis pH 9,5) noch schwimmen als E.coli-
Zellen (bis pH 9,0). Bereits früher identifizierte, im zentralen Bereich von MotC 
durch Deletionen hervorgerufene Funktionsdefekte wurden hier weitgehend auf die 
Instabilität der Mutantenproteine zurückgeführt. Deshalb müssen weitere 
Untersuchungen mit (stabilen) Substitutionen einzelner Reste im MotC-Protein 
durchgeführt werden. 
(3) Durch gezielte Mutagenese wurden 68 Einzel-, Doppel und Dreifachaustausche der 
konservierten geladenen Reste Arg90 und Glu98 (MotA) bzw. Arg294, Glu300, 
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Ser301 und Asp302 (FliG) generiert und die Schwärm- und Schwimmfähigkeit der 
resultierenden Mutanten bestimmt. Aus den Resultaten lassen sich drei 
Mutantenklassen ableiten: 
a) Reste, die für die Flagellenrotation essentiell sind, weil ihr Ausfall die 
Aufhebung oder eine deutliche Reduktion der Rotationsgeschwindigkeit 
hervorruft. In dieser Kategorie sind Glu98 und Arg294 absolut notwendige 
geladene Reste, Arg90 und Asp302 haben geringeres Gewicht, ebenso die 
„neuen“ (S.meliloti-spezifischen) Reste Glu300 und Ser301. 
b) Ladungsumkehr zwischen bestimmten Resten kompensiert die Defekte der 
Einzelmutationen (Suppression). Dies trifft für die Kombinationen 
Glu300Arg/Ser301Ala-Arg90Glu und Glu300Arg/Ser301Arg-Arg90Glu zu. 
Die Ergebnisse zeigen, daß elektrostatische (Coulomb-) Wechselwirkungen 
zwischen antagonistischen Ladungen entscheidend für die Kraftübertragung 
vom Stator (MotA) auf den Rotor (FliG) sind. 
c) Reste, welche die Chemokinesis (Geschwindigkeitserhöhung bei taktischer 
Stimulation) betreffen. Die Neutralisation der MotA-Reste Arg90 (Ala) und 
Glu98 (Gln) führte zum Verlust der Chemokinesis, teilweise auch eine 
Ladungsumkehr des FliG-Rests Asp302 (Lys). Folglich reicht eine MotA-
FliG Coulomb-Wechselwirkung für die Aufrechterhaltung der Rotation mit 
hoher Geschwindigkeit aus, die Kombination von zwei wechselwirkenden 
Ladungspaaren ist aber für die Geschwindigkeitsvariation („Bremse“) 
entscheidend. 
(4) Eine C-terminale Fusion von FliG mit dem MS-Ring (FliF) resultierte in 
reduzierter Geschwindigkeit und Chemokinesis. Dieser Befund wird als Beleg für 
eine eingeschränkte Fähigkeit von FliG zur Konformationsänderung interpretiert, 
die als Voraussetzung für die Geschwindigkeitsvariation gilt. 
(5) Aus den Daten wurde ein Funktionsmodell des S.meliloti-Motors etabliert, in dem 
die Coulomb-Wechselwirkungen zwischen MotA und FliG die entscheidende Rolle 
bei Rotation und Chemokinesis spielen. 
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Im Anhang sind folgende Nukleotid- und Peptidsequenzen sowie alignments aufgeführt: 
 
• A1. Genomische Sequenzen von orf38, motB und motC aus Rhizobium lupini   
H13-3 (Accession No. AY117143) 
• A2. Genomische Sequenzen von motA, fliM, fliN, fliG, flhB und orf14 aus 
Rhizobium lupini H13-3 (Accession No. AY533375) 
• A3. Vergleiche der abgeleiteten Sequenzen von MotA, MotB, MotC, FliM, FliN 
und FliG von S.meliloti und R.lupini H13-3 
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A1. Genomische Sequenzen von orf38, motB und motC aus Rhizobium 
lupini H13-3  
 
 
         TAAACCGGCGTCGGTCCGGCGGGTTCGGGGGAGTTGGTTGCAAGGTTTCTGAAAACGGGG 
       1 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60 
         ATTTGGCCGCAGCCAGGCCGCCCAAGCCCCCTCAACCAACGTTCCAAAGACTTTTGCCCC 
  
         CCCGCCTTCATCCTCGCACAAGTTTGAACACCTAACGTCGGGGCAATATCGGGTGGATCG 
      61 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120 
         GGGCGGAAGTAGGAGCGTGTTCAAACTTGTGGATTGCAGCCCCGTTATAGCCCACCTAGC 
  
         CATGGCGTGATCCGGCCGGAAACAATTGAAGAGACGGGCAGGGTAGCAAGGATGACGGTG 
     121 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180 
         GTACCGCACTAGGCCGGCCTTTGTTAACTTCTCTGCCCGTCCCATCGTTCCTACTGCCAC 
  
         GTGCCGCCAAACGGCTTTGATCGCAGGCAACGAAACATGTCTCGCCCCTTTGGCCTGTTT 
     181 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240 
         CACGGCGGTTTGCCGAAACTAGCGTCCGTTGCTTTGTACAGAGCGGGGAAACCGGACAAA 
  
         TGCCGGGGGCGGGCATGAGCGCGTCCATTGCAAGATATCTCAAGGATTTCGGTGACGTGC 
     241 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300 
         ACGGCCCCCGCCCGTACTCGCGCAGGTAACGTTCTATAGAGTTCCTAAAGCCACTGCACG 
  
             orf38     M  S  A  S  I  A  R  Y  L  K  D  F  G  D  V  Q - 
  
 
         AGCCCGCGGGACTGACGTTCGGCGAACCGTTGGCGGATGTCGACGGCATTTCCGGTTTTG 
     301 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360 
         TCGGGCGCCCTGACTGCAAGCCGCTTGGCAACCGCCTACAGCTGCCGTAAAGGCCAAAAC 
 
           P  A  G  L  T  F  G  E  P  L  A  D  V  D  G  I  S  G  F  G - 
  
                             
         GCGATATTGCGTCCGGTTTCGATGAATTCGAGCCGCTCGACGTCGAAAGCGAAAAACAGG 
     361 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420 
         CGCTATAACGCAGGCCAAAGCTACTTAAGCTCGGCGAGCTGCAGCTTTCGCTTTTTGTCC 
  
           D  I  A  S  G  F  D  E  F  E  P  L  D  V  E  S  E  K  Q  A – 
 
  
         CCGCCTATGCCCGTGGTCACGAGGATGCGACCCGCGAGATCACGGAGAAAATGCAGGCCG 
     421 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480 
         GGCGGATACGGGCACCAGTGCTCCTACGCTGGGCGCTCTAGTGCCTCTTTTACGTCCGGC 
  
           A  Y  A  R  G  H  E  D  A  T  R  E  I  T  E  K  M  Q  A  E – 
 
  
         AGCGCGAGGAGCTTCTTGCTGCTCATGCCGCAGAACTCGAAGGCTTACGTTCCGTCTATC 
     481 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 540 
         TCGCGCTCCTCGAAGAACGACGAGTACGGCGTCTTGAGCTTCCGAATGCAAGGCAGATAG 
  
           R  E  E  L  L  A  A  H  A  A  E  L  E  G  L  R  S  V  Y  L – 
 
  
         TGGAAGAAATTGCCGTTTTCCTGTCGCTAAGGCTGCGTGAAGGCATCGATGCGATCGCGA 
     541 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600 
         ACCTTCTTTAACGGCAAAAGGACAGCGATTCCGACGCACTTCCGTAGCTACGCTAGCGCT 
  
           E  E  I  A  V  F  L  S  L  R  L  R  E  G  I  D  A  I  A  T – 
 
  
         CCAATCTCAGCGAACAGACCGCCAATATCCTTGCCCCGGTTCTGACCGAAGAGCTGTCGC 
     601 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 660 
         GGTTAGAGTCGCTTGTCTGGCGGTTATAGGAACGGGGCCAAGACTGGCTTCTCGACAGCG 
  
           N  L  S  E  Q  T  A  N  I  L  A  P  V  L  T  E  E  L  S  L – 
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         TGAAGGCGGTTTCGGCGCTTGCGGATGTCGTTCGCGCTTCCATGCCGGATGGCGAGGCCG 
     661 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 720 
         ACTTCCGCCAAAGCCGCGAACGCCTACAGCAAGCGCGAAGGTACGGCCTACCGCTCCGGC 
 
           K  A  V  S  A  L  A  D  V  V  R  A  S  M  P  D  G  E  A  V – 
 
  
         TGACCCTTGTCGTGAAAGGCCCGAAAGATTTGTTTGAGCAGCTGAAGACGCAGCCGGGCT 
     721 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 780 
         ACTGGGAACAGCACTTTCCGGGCTTTCTAAACAAACTCGTCGACTTCTGCGTCGGCCCGA 
  
           T  L  V  V  K  G  P  K  D  L  F  E  Q  L  K  T  Q  P  G  F – 
 
  
         TTGAAGAAGAGACGATGAAATTTATCGAGACGGCAGATATCGACCTCTCCGTTGAGTTGG 
     781 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 840 
         AACTTCTTCTCTGCTACTTTAAATAGCTCTGCCGTCTATAGCTGGAGAGGCAACTCAACC 
  
           E  E  E  T  M  K  F  I  E  T  A  D  I  D  L  S  V  E  L  G – 
 
  
         GTGAAAGCGTGTTCGTCACGCGCATGTCCGCCTGGGCGTCCAGTCTTCGCAAGGTGATGA 
     841 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 900 
         CACTTTCGCACAAGCAGTGCGCGTACAGGCGGACCCGCAGGTCAGAAGCGTTCCACTACT 
       
                                                                 motB 
           E  S  V  F  V  T  R  M  S  A  W  A  S  S  L  R  K  V  M  K – 
 
  
         AATGAGTGAAGGCGAAAATCACCACCACGGCAAGAACGAGATCATCATCGTCAAACGCCA 
     901 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 960 
         TTACTCACTTCCGCTTTTAGTGGTGGTGCCGTTCTTGCTCTAGTAGTAGCAGTTTGCGGT 
  
          M  S  E  G  E  N  H  H  H  G  K  N  E  I  I  I  V  K  R  H  - 
 
           *   
 
       
         CAAGGGCGGGCACGATGGCGCCCATGGCGGCGCGTGGAAGATCGCTTATGCCGACTTCAT 
     961 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1020 
         GTTCCCGCCCGTGCTACCGCGGGTACCGCCGCGCACCTTCTAGCGAATACGGCTGAAGTA 
  
          K  G  G  H  D  G  A  H  G  G  A  W  K  I  A  Y  A  D  F  M  - 
 
 
         GACGGCCATGATGGCGTTCTTCCTCGTCATGTGGCTGGTCAATGCCGCAAACGAGGAAAC 
    1021 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1080 
         CTGCCGGTACTACCGCAAGAAGGAGCAGTACACCGACCAGTTACGGCGTTTGCTCCTTTG 
  
 
          T  A  M  M  A  F  F  L  V  M  W  L  V  N  A  A  N  E  E  T  - 
 
 
         CAAGGCCTCGGTCGCCAGCTATTTCAATCCGATAAAGCTGTCCGATGAAAAACCTTCGTC 
    1081 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1140 
         GTTCCGGAGCCAGCGGTCGATAAAGTTAGGCTATTTCGACAGGCTACTTTTTGGAAGCAG 
  
          K  A  S  V  A  S  Y  F  N  P  I  K  L  S  D  E  K  P  S  S  - 
 
  
         CAAGGGGCTGGAAAAACCCGTGGACAAGGAAGAGGGCGTCGAGAAGAAAGACCAGTCCAA 
    1141 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1200 
         GTTCCCCGACCTTTTTGGGCACCTGTTCCTTCTCCCGCAGCTCTTCTTTCTGGTCAGGTT 
  






Anhang  99 
         CATAAAGGCGGAAAAGGTCACCCAGGGCTCGGCCGCTGCGACAGGTGAAGACCTGACCTC 
    1201 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1260 
         GTATTTCCGCCTTTTCCAGTGGGTCCCGAGCCGGCGACGCTGTCCACTTCTGGACTGGAG 
  




         GCAGACCGGGGAGCAGTCGAACTTCTCCGAAGCGGACTTTTTCGAGAATCCCTATTCCGT 
    1261 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1320 
         CGTCTGGCCCCTCGTCAGCTTGAAGAGGCTTCGCCTGAAAAAGCTCTTAGGGATAAGGCA 
  
          Q  T  G  E  Q  S  N  F  S  E  A  D  F  F  E  N  P  Y  S  V  - 
 
 
          TCTGGCGGAAATTGCCCAGCAGGTCGGGCAGCAGGCCAATGTCAGCGCCAAGGGCGAAGG 
    1321 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1380 
         AGACCGCCTTTAACGGGTCGTCCAGCCCGTCGTCCGGTTACAGTCGCGGTTCCCGCTTCC 
  
          L  A  E  I  A  Q  Q  V  G  Q  Q  A  N  V  S  A  K  G  E  G  - 
 
  
         TGGTGCTGCCGATTCCGGCCCGGCGACGGGTGCGAGCGGCGGTGAGGCTTACCGCGATCC 
    1381 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1440 
         ACCACGACGGCTAAGGCCGGGCCGCTGCCCACGCTCGCCGCCACTCCGAATGGCGCTAGG 
  
          G  A  A  D  S  G  P  A  T  G  A  S  G  G  E  A  Y  R  D  P  - 
 
 
         CTTCGATCCCGATTTCTGGACCCAGCAGGTGAAGATCACACGTGCGGACCAGCAGCAAAA 
    1441 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1500 
         GAAGCTAGGGCTAAAGACCTGGGTCGTCCACTTCTAGTGTGCACGCCTGGTCGTCGTTTT 
  
          F  D  P  D  F  W  T  Q  Q  V  K  I  T  R  A  D  Q  Q  Q  N  - 
 
 
         TCCGGTCGAACAGCAACAATCTGCCGAGAACAAGCAGCAGGACCCTGCCAAGGATAATGA 
    1501 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1560 
         AGGCCAGCTTGTCGTTGTTAGACGGCTCTTGTTCGTCGTCCTGGGACGGTTCCTATTACT 
  
          P  V  E  Q  Q  Q  S  A  E  N  K  Q  Q  D  P  A  K  D  N  E  - 
 
 
         AGCGGTTGCGGCTAAATCGTCTCAGCAGCCAGTCGATGGTGCAGATCACGGCAAGGCCAT 
    1561 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1620 
         TCGCCAACGCCGATTTAGCAGAGTCGTCGGTCAGCTACCACGTCTAGTGCCGTTCCGGTA 
  
          A  V  A  A  K  S  S  Q  Q  P  V  D  G  A  D  H  G  K  A  M  - 
 
 
         GGAAATCGCCGCCGTGGTGCCGCAGCAGCGGCCGGGTGCCGCCGAGCAGGCAGCACTTAC 
    1621 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1680 
         CCTTTAGCGGCGGCACCACGGCGTCGTCGCCGGCCCACGGCGGCTCGTCCGTCGTGAATG 
  
          E  I  A  A  V  V  P  Q  Q  R  P  G  A  A  E  Q  A  A  L  T  - 
 
 
         GCAGCCTCAGCCGGAGCAGCAGCAGCAAGGTACTGCTGCGCAGAAGGAAGAGGCTAAAGA 
    1681 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1740 
         CGTCGGAGTCGGCCTCGTCGTCGTCGTTCCATGACGACGCGTCTTCCTTCTCCGATTTCT 
  
          Q  P  Q  P  E  Q  Q  Q  Q  G  T  A  A  Q  K  E  E  A  K  E  - 
 
  
         GCTGCGCGAAGAGATCGAGAAGCAGATATCCGGCATCAGCGGCAAGCTCGCCGAAGGTCT 
    1741 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1800 
         CGACGCGCTTCTCTAGCTCTTCGTCTATAGGCCGTAGTCGCCGTTCGAGCGGCTTCCAGA 
  
          L  R  E  E  I  E  K  Q  I  S  G  I  S  G  K  L  A  E  G  L  - 
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         GGTGGTGACGCCCGCCGAAGGCGGATTGCTGTTGACCATTTCCGACCAGACGGAAACGCC 
    1801 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1860 
         CCACCACTGCGGGCGGCTTCCGCCTAACGACAACTGGTAAAGGCTGGTCTGCCTTTGCGG 
  
          V  V  T  P  A  E  G  G  L  L  L  T  I  S  D  Q  T  E  T  P  - 
 
                                        
         GATGTTCAATGTCGGATCGGCTGTGCCCCGCGGCGAAATGGTTTTGGCCATGGAGAAGAT 
    1861 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1920 
         CTACAAGTTACAGCCTAGCCGACACGGGGCGCCGCTTTACCAAAACCGGTACCTCTTCTA 
  
          M  F  N  V  G  S  A  V  P  R  G  E  M  V  L  A  M  E  K  I  - 
                                                
 
         CGGCAAGTTGCTTCAGGAGCGTGGCGGCAGCGTGGTGATCCGCGGCCATACCGATGGACG 
    1921 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1980 
         GCCGTTCAACGAAGTCCTCGCACCGCCGTCGCACCACTAGGCGCCGGTATGGCTACCTGC 
  
          G  K  L  L  Q  E  R  G  G  S  V  V  I  R  G  H  T  D  G  R  - 
 
  
         CCAGTTCAAGGGTGAGGCCAATGACAATTGGCGGCTTTCCATGGACCGCGCGCATAGCGC 
    1981 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2040 
         GGTCAAGTTCCCACTCCGGTTACTGTTAACCGCCGAAAGGTACCTGGCGCGCGTATCGCG 
  
          Q  F  K  G  E  A  N  D  N  W  R  L  S  M  D  R  A  H  S  A  - 
 
  
         CTATTACATGCTGGTTCGCGGCGGCCTGTCGGAAGAGCGGGTGAAACAGGTTTCGGGTTT 
    2041 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2100 
         GATAATGTACGACCAAGCGCCGCCGGACAGCCTTCTCGCCCACTTTGTCCAAAGCCCAAA 
  
          Y  Y  M  L  V  R  G  G  L  S  E  E  R  V  K  Q  V  S  G  F  - 
 
  
         TGCGGATCGCAGATTGCAGGTGCCGGCAGACCCGCTGGCGAATGCGAACCGCCGTATCGA 
    2101 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2160 
         ACGCCTAGCGTCTAACGTCCACGGCCGTCTGGGCGACCGCTTACGCTTGGCGGCATAGCT 
  
          A  D  R  R  L  Q  V  P  A  D  P  L  A  N  A  N  R  R  I  E  - 
 
  
         AATCCTGCTTGAGGCCGATCGGGGGTGAGTGTGACGAAATCCTCGAAACGTTGGGTTTTT 
    2161 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2220 
         TTAGGACGAACTCCGGCTAGCCCCCACTCACACTGCTTTAGGAGCTTTGCAACCCAAAAA 
  
                        motC     M  S  V  T  K  S  S  K  R  W  V  F   - 
          I  L  L  E  A  D  R  G  *   
 
 
         CTTGCGGCGACACTGTGTGGTCTCGGTGCCGAACCGGCGAAGGTTTTTGCGCAATCGCAA 
    2221 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2280 
         GAACGCCGCTGTGACACACCAGAGCCACGGCTTGGCCGCTTCCAAAAACGCGTTAGCGTT 
  
         L  A  A  T  L  C  G  L  G  A  E  P  A  K  V  F  A  Q  S  Q   - 
 
                                             
         GACAACCTCATGCCCTATGCCATGTTGCGCTCCCTGCAGTTCGTGCAGGATTCCGTCACC 
    2281 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2340 
         CTGTTGGAGTACGGGATACGGTACAACGCGAGGGACGTCAAGCACGTCCTAAGGCAGTGG 
  
         D  N  L  M  P  Y  A  M  L  R  S  L  Q  F  V  Q  D  S  V  T   - 
 
 
         ATGGGAGACCATTCGGCAACCGAAATGCAGCGGTTTCTGCTCCAGACGATCGACGAGCGG 
    2341 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2400 
         TACCCTCTGGTAAGCCGTTGGCTTTACGTCGCCAAAGACGAGGTCTGCTAGCTGCTCGCC 
  
         M  G  D  H  S  A  T  E  M  Q  R  F  L  L  Q  T  I  D  E  R   - 
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         CTTAAGAGCGCACCTTCGGCGATCTTCAAGGATCCGCGCAATGTTGATGCGGCGCTTGTC 
    2401 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2460 
         GAATTCTCGCGTGGAAGCCGCTAGAAGTTCCTAGGCGCGTTACAACTACGCCGCGAACAG 
  
         L  K  S  A  P  S  A  I  F  K  D  P  R  N  V  D  A  A  L  V   - 
 
 
         TACGCGATGAGCGGCGGCAATCCGGCCACGCTCGAATTGCTCGTCGCGCGGGATGTGGAC 
    2461 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2520 
         ATGCGCTACTCGCCGCCGTTAGGCCGGTGCGAGCTTAACGAGCAGCGCGCCCTACACCTG 
  
         Y  A  M  S  G  G  N  P  A  T  L  E  L  L  V  A  R  D  V  D   - 
 
  
         GGCAATTTCGACAGCCGCGTCGCCGATATTCTGCGCAAATATCTGTCCGGCAAGGGAACG 
    2521 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2580 
         CCGTTAAAGCTGTCGGCGCAGCGGCTATAAGACGCGTTTATAGACAGGCCGTTCCCTTGC 
  
         G  N  F  D  S  R  V  A  D  I  L  R  K  Y  L  S  G  K  G  T   - 
 
  
         CTGGTCGCCCAGAGCATCGCGGCCATGGTGCCCGAGTATCGCGGCACGAGAATTGGCGCC 
    2581 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2640 
         GACCAGCGGGTCTCGTAGCGCCGGTACCACGGGCTCATAGCGCCGTGCTCTTAACCGCGG 
  
         L  V  A  Q  S  I  A  A  M  V  P  E  Y  R  G  T  R  I  G  A   - 
 
  
         TATCTTGCACTGATCGGCGGCAATGTGACGATCCCCCGCGATCCGGTGGCTGCCCTCGGT 
    2641 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2700 
         ATAGAACGTGACTAGCCGCCGTTACACTGCTAGGGGGCGCTAGGCCACCGACGGGAGCCA 
  
         Y  L  A  L  I  G  G  N  V  T  I  P  R  D  P  V  A  A  L  G   - 
                                         
 
         TTCTATGACATAGCCCGGCTCGAAGCGCCCGGTACCATCGTGGAGGAGGCTGCACTCCGC 
    2701 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2760 
         AAGATACTGTATCGGGCCGAGCTTCGCGGGCCATGGTAGCACCTCCTCCGACGTGAGGCG 
  
         F  Y  D  I  A  R  L  E  A  P  G  T  I  V  E  E  A  A  L  R   - 
 
  
         CGCTCGCTTGCTATCGCCGTTGAAGACGGCGATGCCGGGCGTGGCGTCGAATATGCACAG 
    2761 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2820 
         GCGAGCGAACGATAGCGGCAACTTCTGCCGCTACGGCCCGCACCGCAGCTTATACGTGTC 
  
         R  S  L  A  I  A  V  E  D  G  D  A  G  R  G  V  E  Y  A  Q   - 
 
 
         CGTTACGCGCGGCGGTTCCTGCATTCGCCCTATGCCAGCCAGTTCGCGGACCTTCTGGTC 
    2821 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2880 
         GCAATGCGCGCCGCCAAGGACGTAAGCGGGATACGGTCGGTCAAGCGCCTGGAAGACCAG 
  
         R  Y  A  R  R  F  L  H  S  P  Y  A  S  Q  F  A  D  L  L  V   - 
 
 
         TCACTGGTGGTCAAACGTGTCGATTCCATCGGGCACGACACGATAGAGGAAACATTCGCC 
    2881 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2940 
         AGTGACCACCAGTTTGCACAGCTAAGGTAGCCCGTGCTGTGCTATCTCCTTTGTAAGCGG 
  
         S  L  V  V  K  R  V  D  S  I  G  H  D  T  I  E  E  T  F  A   - 
 
                             
         ATGATGGACGCGGAGAGGCAGAAGGAAGCTTATCTGCGCCTGTCCCGTCTCGCGGCGATC 
    2941 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3000 
         TACTACCTGCGCCTCTCCGTCTTCCTTCGAATAGACGCGGACAGGGCAGAGCGCCGCTAG 
  
         M  M  D  A  E  R  Q  K  E  A  Y  L  R  L  S  R  L  A  A  I   - 
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         AGCGGCAAGGATTCGCTGGCGCGCATGGCGGCGTTGAAGGCGAAAGCGCTGTCGCCGGAT 
    3001 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3060 
         TCGCCGTTCCTAAGCGACCGCGCGTACCGCCGCAACTTCCGCTTTCGCGACAGCGGCCTA 
  




         ATGCCGGACCAGCCGCAAGTTCAGGCAAATCTATATGAAAGCCTTTCCAATATCGGCACG 
    3061 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3120 
         TACGGCCTGGTCGGCGTTCAAGTCCGTTTAGATATACTTTCGGAAAGGTTATAGCCGTGC 
  
         M  P  D  Q  P  Q  V  Q  A  N  L  Y  E  S  L  S  N  I  G  T   - 
 
 
         CCCGATGTGGTGAGCGCGATTGAAACAATCGGGCAAATTCCCGAGGCCCAGCTTTCGGAT 
    3121 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3180 
         GGGCTACACCACTCGCGCTAACTTTGTTAGCCCGTTTAAGGGCTCCGGGTCGAAAGCCTA 
  
         P  D  V  V  S  A  I  E  T  I  G  Q  I  P  E  A  Q  L  S  D   - 
 
 
         CGCGACAGGGCCCTGCGGGACGCGGCAAGGGCAATCGCCGACCAGGTGGTTCGTCCGCCT 
    3181 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3240 
         GCGCTGTCCCGGGACGCCCTGCGCCGTTCCCGTTAGCGGCTGGTCCACCAAGCAGGCGGA 
  
         R  D  R  A  L  R  D  A  A  R  A  I  A  D  Q  V  V  R  P  P   - 
 
  
         TCCCCGCAGCCTGGCGCCGATCCCGGTGTCACGGCAGGGCAGGGGGCCGGGTCGGGCGCG 
    3241 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3300 
         AGGGGCGTCGGACCGCGGCTAGGGCCACAGTGCCGTCCCGTCCCCCGGCCCAGCCCGCGC 
  
         S  P  Q  P  G  A  D  P  G  V  T  A  G  Q  G  A  G  S  G  A   - 
 
 
         CCCGCGAATGAGGCGGCCAGTGCCGAGACCAAGGGCATATGGAGAGTTGAAAACCACAAG 
    3301 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3360 
         GGGCGCTTACTCCGCCGGTCACGGCTCTGGTTCCCGTATACCTCTCAACTTTTGGTGTTC 
  
         P  A  N  E  A  A  S  A  E  T  K  G  I  W  R  V  E  N  H  K   - 
  
                                                
         GCTGAGGATGAGGGCGAGAACGTCCGGCAACTCGTGACGAGCGGCCGCAGTAAGCTCGAT 
    3361 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3420 
         CGACTCCTACTCCCGCTCTTGCAGGCCGTTGAGCACTGCTCGCCGGCGTCATTCGAGCTA 
  
         A  E  D  E  G  E  N  V  R  Q  L  V  T  S  G  R  S  K  L  D   - 
 
  
         GAAATCGACAGCCTTTTGAAGAAAGGCGAGGGGGCACCATGATCGACGCAACCATCAACG 
    3421 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3480 
         CTTTAGCTGTCGGAAAACTTCTTTCCGCTCCCCCGTGGTACTAGCTGCGTTGGTAGTTGC 
  
         E  I  D  S  L  L  K  K  G  E  G  A  P  *   
 
                                      motD     M  I  D  A  T  I  N  A - 
  
         CGATAGTGAATGCGCCATATAAC 
    3481 ---------+---------+--- 3503 
         GCTATCACTTACGCGGTATATTG 
  




Anhang  103 
A2. Genomische Sequenzen von motA, fliM, fliN, fliG, flhB und orf14 
aus Rhizobium lupini H13-3  
 
 
         AAGCTTGTTGGCGAAGGCGTTCTTGTCGGCCGTGCCTTCGGTCAGCACCTTGCGGATGAA 
       1 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 60 
         TTCGAACAACCGCTTCCGCAAGAACAGCCGGCACGGAAGCCAGTCGTGGAACGCCTACTT 
  
         GGCTTTCGCATAGGCCATGTCCTCGAGGCCGTTAGCTTTCAGCGCATAATTGTAAAGACG 
      61 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 120 
         CCGAAAGCGTATCCGGTACAGGAGCTCCGGCAATCGAAAGTCGCGTATTAACATTTCTGC 
  
         GGTATCGGCCATGAAGTCGTCGACGGATTTCACGCTGCCGATCTTCGACCGGTAATATTC 
     121 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 180 
         CCATAGCCGGTACTTCAGCAGCTGCCTAAAGTGCGACGGCTAGAAGCTGGCCATTATAAG 
  
         GGTTTCGCGCGCCACGTCGGGTTGCTTCGACACACGCTCAAGCGATTTGCCGATGTCCTG 
     181 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 240 
         CCAAAGCGCGCGGTGCAGCCCAACGAAGCTGTGTGCGAGTTCGCTAAACGGCTACAGGAC 
  
         ACTGATCAGTCTGTAGCTGGTGTAGGTGGAAGTCACTGAACCGCCGCTCTCGTTTGATCC 
     241 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 300 
         TGACTAGTCAGACATCGACCACATCCACCTTCAGTGACTTGGCGGCGAGAGCAAACTAGG 
 
         CGATACCAAGGCGCACGTCCGCCTTTGTCGGGATAATGCCGGATGTTGCTTGTGCGAAAC 
     301 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 360 
         GCTATGGTTCCGCGTGCAGGCGGAAACAGCCCTATTACGGCCTACAACGAACACGCTTTG 
  
         TGGCTGCGGCGACGAGGGAAAGAGGCCTCGCGGACAGGTTCACGCAAGCCACATTTTCTA 
     361 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 420 
         ACCGACGCCGCTGCTCCCTTTCTCCGGAGCGCCTGTCCAAGTGCGTTCGGTGTAAAAGAT 
  
         GAGATGGCGGCATGGAACACTGTTCGGGCGTGGTCGATCAATGAATATTGTAATTGGACT 
     421 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 480 
         CTCTACCGCCGTACCTTGTGACAAGCCCGCACCAGCTAGTTACTTATAACATTAACCTGA 
          
                                        motA     M  N  I  V  I  G  L  - 
 
    
         TATAATCACCTTCGGCTGCATCATCGGCGGCTACATGGCGATGGGCGGCCATCTGGACGT 
     481 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 540 
         ATATTAGTGGAAGCCGACGTAGTAGCCGCCGATGTACCGCTACCCGCCGGTAGACCTGCA 
  
          I  I  T  F  G  C  I  I  G  G  Y  M  A  M  G  G  H  L  D  V  - 
 
 
         GCTGGTTCAGCCGTTCGAATTGTTGATTATCGGCGGTGCCGGCCTCGGCGGCTTCATCAT 
     541 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 600 
         CGACCAAGTCGGCAAGCTTAACAACTAATAGCCGCCACGGCCGGAGCCGCCGAAGTAGTA 
  
          L  V  Q  P  F  E  L  L  I  I  G  G  A  G  L  G  G  F  I  M  - 
 
 
         GGCGAACCCGATGAAGGTCGTGAAGGATTCGGGCAAGGCGCTCGGCGAGGCCTTCAAGCA 
     601 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 660 
         CCGCTTGGGCTACTTCCAGCACTTCCTAAGCCCGTTCCGCGAGCCGCTCCGGAAGTTCGT 
  
          A  N  P  M  K  V  V  K  D  S  G  K  A  L  G  E  A  F  K  H  - 
  
 
         CTCGGTCCCGAAGGAGCGCAACTATCTCGACGTACTCGGCGTACTTTATTCGCTGATGCG 
     661 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 720 
         GAGCCAGGGCTTCCTCGCGTTGATAGAGCTGCATGAGCCGCATGAAATAAGCGACTACGC 
  





Anhang  104 
         CGACCTGCGCACGAAATCGCGCAACGAGATCGAGGCGCATATCGACAATCCGGAAGAATC 
     721 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 780 
         GCTGGACGCGTGCTTTAGCGCGTTGCTCTAGCTCCGCGTATAGCTGTTAGGCCTTCTTAG 
 
          D  L  R  T  K  S  R  N  E  I  E  A  H  I  D  N  P  E  E  S  - 
 
 
         CTCGATCTTCCAGAGCGCACCCTCGGTGCTGAAAAACAAGGAGCTGACGTCGTTCATCTG 
     781 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 840 
         GAGCTAGAAGGTCTCGCGTGGGAGCCACGACTTTTTGTTCCTCGACTGCAGCAAGTAGAC 
  
          S  I  F  Q  S  A  P  S  V  L  K  N  K  E  L  T  S  F  I  C  - 
 
 
         TGACTACGTCCGCCTCATCATCATCGGCAACGCGCGGAGCCACGAAATCGAAGCGCTGAT 
     841 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 900 
         ACTGATGCAGGCGGAGTAGTAGTAGCCGTTGCGCGCCTCGGTGCTTTAGCTTCGCGACTA 
  
          D  Y  V  R  L  I  I  I  G  N  A  R  S  H  E  I  E  A  L  M  - 
 
 
         GGACGAGGAAATCGAGACCATCCTGCACGACAAGCTGAAACCTTACCACGCGATCACCAC 
     901 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 960 
         CCTGCTCCTTTAGCTCTGGTAGGACGTGCTGTTCGACTTTGGAATGGTGCGCTAGTGGTG 
  
          D  E  E  I  E  T  I  L  H  D  K  L  K  P  Y  H  A  I  T  T  - 
 
 
         CATGGGCGATTCCTTCCCCGCCATCGGTATCGTCGCGGCGGTTCTCGGCGTCATCAAGGC 
     961 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1020 
         GTACCCGCTAAGGAAGGGGCGGTAGCCATAGCAGCGCCGCCAAGAGCCGCAGTAGTTCCG 
  
          M  G  D  S  F  P  A  I  G  I  V  A  A  V  L  G  V  I  K  A  - 
 
 
         CATGGGCAAGATCAACGAATCACCCGAAGTGCTGGGTGGCCTCATCGGCGCCGCACTGGT 
    1021 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1080 
         GTACCCGTTCTAGTTGCTTAGTGGGCTTCACGACCCACCGGAGTAGCCGCGGCGTGACCA 
  
          M  G  K  I  N  E  S  P  E  V  L  G  G  L  I  G  A  A  L  V  - 
 
 
         GGGCACCATGCTCGGCATCATCCTGTCCTATTCGATCTGCAACCCGCTCGCTTCGCAGGT 
    1081 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1140 
         CCCGTGGTACGAGCCGTAGTAGGACAGGATAAGCTAGACGTTGGGCGAGCGAAGCGTCCA 
  
          G  T  M  L  G  I  I  L  S  Y  S  I  C  N  P  L  A  S  Q  V  - 
 
  
         CAAGATCGTCCGCACCAAGCAGCACCGCCTCTACATCATCGTCAAGCAGACGCTGATCGC 
    1141 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1200 
         GTTCTAGCAGGCGTGGTTCGTCGTGGCGGAGATGTAGTAGCAGTTCGTCTGCGACTAGCG 
  
          K  I  V  R  T  K  Q  H  R  L  Y  I  I  V  K  Q  T  L  I  A  - 
 
 
         CTACATGAACGGCTCGGTGCCGCAGGTCGCGCTTGAATACGGGCGCAAGACCATTTCCAA 
    1201 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1260 
         GATGTACTTGCCGAGCCACGGCGTCCAGCGCGAACTTATGCCCGCGTTCTGGTAAAGGTT 
  
          Y  M  N  G  S  V  P  Q  V  A  L  E  Y  G  R  K  T  I  S  N  - 
 
         TTACGAGCGTCCGTCCATCGACGCCGTCGAACAGGAGATGATGAACCCCGGCGGCGAAAA 
    1261 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1320 
         AATGCTCGCAGGCAGGTAGCTGCGGCAGCTTGTCCTCTACTACTTGGGGCCGCCGCTTTT 
  





Anhang  105 
         CAAGGCGGCATGACCATGGCTAAAGCTGCACAGCAAAGAGCACCCGTCATCGACACGTCG 
    1321 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1380 
         GTTCCGCCGTACTGGTACCGATTTCGACGTGTCGTTTCTCGTGGGCAGTAGCTGTGCAGC 
  
         fliM     M  T  M  A  K  A  A  Q  Q  R  A  P  V  I  D  T  S   - 
          K  A  A  *   
  
         CTGCTCGCGAAACTTACCGGCGGGCTTTCCGACCGCAAGACAATCGCGAAGGTCGGCTCC 
    1381 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1440 
         GACGAGCGCTTTGAATGGCCGCCCGAAAGGCTGGCGTTCTGTTAGCGCTTCCAGCCGAGG 
  
         L  L  A  K  L  T  G  G  L  S  D  R  K  T  I  A  K  V  G  S   - 
 
 
         GATATCGGCCATCTCTACAGCGAATTCCTGCCTGATATCTTTCACAGCGAGACCGGCATT 
    1441 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1500 
         CTATAGCCGGTAGAGATGTCGCTTAAGGACGGACTATAGAAAGTGTCGCTCTGGCCGTAA 
  
         D  I  G  H  L  Y  S  E  F  L  P  D  I  F  H  S  E  T  G  I   - 
 
 
         GCGATAGACGTCGAATATATCGGCTCCGAATCGGGGCTGATGACCGATCTCATCGCCAAT 
    1501 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1560 
         CGCTATCTGCAGCTTATATAGCCGAGGCTTAGCCCCGACTACTGGCTAGAGTAGCGGTTA 
  
         A  I  D  V  E  Y  I  G  S  E  S  G  L  M  T  D  L  I  A  N   - 
 
 
         ATCGGCGGCAATTTCTCGGTTGCGGATTGTTCTCTGCGCAACTGGTGCCCCAATTTCATG 
    1561 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1620 
         TAGCCGCCGTTAAAGAGCCAACGCCTAACAAGAGACGCGTTGACCACGGGGTTAAAGTAC 
  
         I  G  G  N  F  S  V  A  D  C  S  L  R  N  W  C  P  N  F  M   - 
 
 
         ATGGCGGTCGGCAACGGCTTCGTCATCGCGCTCATGGAGCGCATGCTGGGCGCCGCCGCC 
    1621 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1680 
         TACCGCCAGCCGTTGCCGAAGCAGTAGCGCGAGTACCTCGCGTACGACCCGCGGCGGCGG 
  
         M  A  V  G  N  G  F  V  I  A  L  M  E  R  M  L  G  A  A  A   - 
 
 
         GACACCATCGGCGAGCCGGACGAGCGCAGCCTGTCCCACATCGAACTCGACCTGGCGGCC 
    1681 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1740 
         CTGTGGTAGCCGCTCGGCCTGCTCGCGTCGGACAGGGTGTAGCTTGAGCTGGACCGCCGG 
  
         D  T  I  G  E  P  D  E  R  S  L  S  H  I  E  L  D  L  A  A   - 
 
 
         ATGGTTCTCGGGCGCATCGGGGGTGTCCTGCGGTCGGGCGTCAACGCGCCGGGCGGTTTC 
    1741 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1800 
         TACCAAGAGCCCGCGTAGCCCCCACAGGACGCCAGCCCGCAGTTGCGCGGCCCGCCAAAG 
  
         M  V  L  G  R  I  G  G  V  L  R  S  G  V  N  A  P  G  G  F   - 
 
 
         GAGGCGACGATCGACCTGCCCTTTACGGCCAATGGAAAAAGCGCCTTCGAGGAGATGATC 
    1801 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1860 
         CTCCGCTGCTAGCTGGACGGGAAATGCCGGTTACCTTTTTCGCGGAAGCTCCTCTACTAG 
  
         E  A  T  I  D  L  P  F  T  A  N  G  K  S  A  F  E  E  M  I   - 
 
  
         GCCGGCCTCTACGGCGTGACAGTCCGCATGAAGATCGCCATCGGCAAGGTTTCTTCGGAA 
    1861 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1920 
         CGGCCGGAGATGCCGCACTGTCAGGCGTACTTCTAGCGGTAGCCGTTCCAAAGAAGCCTT 
  




Anhang  106 
         TTCGCGCTGATCGTGCCGCAGCGGCCCCTGCTCAAGACCTCCATCGCCGCTCCCAAGGCT 
    1921 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 1980 
         AAGCGCGACTAGCACGGCGTCGCCGGGGACGAGTTCTGGAGGTAGCGGCGAGGGTTCCGA 
  
         F  A  L  I  V  P  Q  R  P  L  L  K  T  S  I  A  A  P  K  A   - 
 
  
         TCAGCCCAGGCGCTGAAGAAGCAGGCGGAATGGGTGGATTTGATCTCTGAGCAGGTGAAG 
    1981 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2040 
         AGTCGGGTCCGCGACTTCTTCGTCCGCCTTACCCACCTAAACTAGAGACTCGTCCACTTC 
  
         S  A  Q  A  L  K  K  Q  A  E  W  V  D  L  I  S  E  Q  V  K   - 
 
  
         AGATCGCAGGTAACGCTTGAGGCGCGCATCAAGCTCGAAACCTTGACCCTGCGGACGATC 
    2041 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2100 
         TCTAGCGTCCATTGCGAACTCCGCGCGTAGTTCGAGCTTTGGAACTGGGACGCCTGCTAG 
  
         R  S  Q  V  T  L  E  A  R  I  K  L  E  T  L  T  L  R  T  I   - 
 
  
         TCCAGGCTGGTGGCCGGCGACGTCATTCCGTTTCAGGATCTGAAGCAGGACGACATCGGT 
    2101 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2160 
         AGGTCCGACCACCGGCCGCTGCAGTAAGGCAAAGTCCTAGACTTCGTCCTGCTGTAGCCA 
  
         S  R  L  V  A  G  D  V  I  P  F  Q  D  L  K  Q  D  D  I  G   - 
 
  
         GTCGAGGTCAGCGCCAACGGCTCCAAGCTCTATAATTGTGAATTCGGCAAGTCCGGCGAC 
    2161 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2220 
         CAGCTCCAGTCGCGGTTGCCGAGGTTCGAGATATTAACACTTAAGCCGTTCAGGCCGCTG 
  
         V  E  V  S  A  N  G  S  K  L  Y  N  C  E  F  G  K  S  G  D   - 
 
  
         CGCTACATGGTTCGGGTAAAGAACAATGTCAGCACGGACGACGAGATCTTGCGACATCTG 
    2221 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2280 
         GCGATGTACCAAGCCCATTTCTTGTTACAGTCGTGCCTGCTGCTCTAGAACGCTGTAGAC 
  
         R  Y  M  V  R  V  K  N  N  V  S  T  D  D  E  I  L  R  H  L   - 
 
  
         ATGGGTTAAAACCTGTCCACCTTTTTTGGGTTCTGGGCAGGCTGACGCAAGTTTCAAAGG 
    2281 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2340 
         TACCCAATTTTGGACAGGTGGAAAAAACCCAAGACCCGTCCGACTGCGTTCAAAGTTTCC 
  
         M  G  *   
 
 
         GAATAATCAGCGCATGGCTACGAAGAAAACACCTGTGACCGATGATATGGCGCTGCCGTC 
    2341 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2400 
         CTTATTAGTCGCGTACCGATGCTTCTTTTGTGGACACTGGCTACTATACCGCGACGGCAG 
  
             fliN     M  A  T  K  K  T  P  V  T  D  D  M  A  L  P  S  - 
 
 
         GCTTGAAGATGGCGGTGAGCTCGACCAGGCTATCGGCGATCTGCGTGGCGTCCTCAAGAC 
    2401 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2460 
         CGAACTTCTACCGCCACTCGAGCTGGTCCGATAGCCGCTAGACGCACCGCAGGAGTTCTG 
  
          L  E  D  G  G  E  L  D  Q  A  I  G  D  L  R  G  V  L  K  T  - 
 
 
         GGATGCGGAAGGTTCGCTGTCCGACTTTGGCGACTTCGGGGATTTCGGGAGCGTTGACGA 
    2461 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2520 
         CCTACGCCTTCCAAGCGACAGGCTGAAACCGCTGAAGCCCCTAAAGCCCTCGCAACTGCT 
  




Anhang  107 
         CGCTTCCGCCGACAGCGACCTTTCCGCCTTCGATGGCGGAGCGGGCGATTTTGCTATGAA 
    2521 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2580 
         GCGAAGGCGGCTGTCGCTGGAAAGGCGGAAGCTACCGCCTCGCCCGCTAAAACGATACTT 
  
          A  S  A  D  S  D  L  S  A  F  D  G  G  A  G  D  F  A  M  N  - 
 
  
         CGATTTCGCGGCCACCCCACAGGTCGCGGGCATCAAGGCGCCGCTCGGCAGTGGCCTGTC 
    2581 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2640 
         GCTAAAGCGCCGGTGGGGTGTCCAGCGCCCGTAGTTCCGCGGCGAGCCGTCACCGGACAG 
  
          D  F  A  A  T  P  Q  V  A  G  I  K  A  P  L  G  S  G  L  S  - 
 
  
         CGACAATATGGACCTGATCATGGATATCCCGATCGATGTCCAGATCGTTCTCGGCACCAG 
    2641 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2700 
         GCTGTTATACCTGGACTAGTACCTATAGGGCTAGCTACAGGTCTAGCAAGAGCCGTGGTC 
  
          D  N  M  D  L  I  M  D  I  P  I  D  V  Q  I  V  L  G  T  S  - 
 
  
         CCGCATGCTCGTCTCGGGTCTGATGAGCCTTGAAGAGGGTGCAACGATCGCGCTTGACCG 
    2701 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2760 
         GGCGTACGAGCAGAGCCCAGACTACTCGGAACTTCTCCCACGTTGCTAGCGCGAACTGGC 
  
          R  M  L  V  S  G  L  M  S  L  E  E  G  A  T  I  A  L  D  R  - 
 
 
         CAAGATCGGTGAACCGGTCGAGATCATGGTGAATGGCCGCCGTATTGCGCGCGGTGAAAT 
    2761 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2820 
         GTTCTAGCCACTTGGCCAGCTCTAGTACCACTTACCGGCGGCATAACGCGCGCCACTTTA 
  
          K  I  G  E  P  V  E  I  M  V  N  G  R  R  I  A  R  G  E  I  - 
 
  
         AACGGTACTTGAAGACGACGATACGCGCTTCGGCGTAAAATTGATTGAAGTAATGAGTAC 
    2821 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2880 
         TTGCCATGAACTTCTGCTGCTATGCGCGAAGCCGCATTTTAACTAACTTCATTACTCATG 
  
          T  V  L  E  D  D  D  T  R  F  G  V  K  L  I  E  V  M  S  T  - 
 
  
         GAGAAAAGCCTGATCCCTGTGGGGACGGAGAGGAAAGACCATGATGGACTTCGAGGATTT 
    2881 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 2940 
         CTCTTTTCGGACTAGGGACACCCCTGCCTCTCCTTTCTGGTACTACCTGAAGCTCCTAAA 
  
          R  K  A  *                    fliG     M  M  D  F  E  D  F  - 
 
  
         CGGTAACCCGCTGGCAGGGAAGCCGTTGTCTCAGGCCGACAAGGCGGCCGCGGTGCTTCT 
    2941 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3000 
         GCCATTGGGCGACCGTCCCTTCGGCAACAGAGTCCGGCTGTTCCGCCGGCGCCACGAAGA 
  
          G  N  P  L  A  G  K  P  L  S  Q  A  D  K  A  A  A  V  L  L  - 
 
  
         TGCCATGGGCAAGGGCGTCGCCGGCAAGCTGCTGAAATTTTTCACGCAGCACGAATTGCA 
    3001 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3060 
         ACGGTACCCGTTCCCGCAGCGGCCGTTCGACGACTTTAAAAAGTGCGTCGTGCTTAACGT 
  
          A  M  G  K  G  V  A  G  K  L  L  K  F  F  T  Q  H  E  L  Q  - 
 
  
         GATGATCATTTCCTCGGCCCAGACGCTGCGTGTCATTCCCCCTGACGAACTCGCCCAGAT 
    3061 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3120 
         CTACTAGTAAAGGAGCCGGGTCTGCGACGCACAGTAAGGGGGACTGCTTGAGCGGGTCTA 
  




Anhang  108 
         CGTGGCGGAGTTCGAAGACCTGTTCACGGAAGGAACGGGTCTGATGGACAATGCCAAGGC 
    3121 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3180 
         GCACCGCCTCAAGCTTCTGGACAAGTGCCTTCCTTGCCCAGACTACCTGTTACGGTTCCG 
  
          V  A  E  F  E  D  L  F  T  E  G  T  G  L  M  D  N  A  K  A  - 
 
  
         GATCGAAAGCATTCTCGAAGAGGGCCTGACACCGGAGGAGGTGGACAGCCTTCTCGGCCG 
    3181 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3240 
         CTAGCTTTCGTAAGAGCTTCTCCCGGACTGTGGCCTCCTCCACCTGTCGGAAGAGCCGGC 
  
          I  E  S  I  L  E  E  G  L  T  P  E  E  V  D  S  L  L  G  R  - 
 
  
         TCGTGCAGCCTTCCAGGCCTATGAAGCGTCGATCTGGGATCGCCTGCAGGAAGCGGAGCC 
    3241 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3300 
         AGCACGTCGGAAGGTCCGGATACTTCGCAGCTAGACCCTAGCGGACGTCCTTCGCCTCGG 
  
          R  A  A  F  Q  A  Y  E  A  S  I  W  D  R  L  Q  E  A  E  P  - 
 
  
         GGAATTCGTCGGCAAATTCCTGCTGCGCGAGCATCCCCAGACCATCGCGTATATCCTCTC 
    3301 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3360 
         CCTTAAGCAGCCGTTTAAGGACGACGCGCTCGTAGGGGTCTGGTAGCGCATATAGGAGAG 
  
          E  F  V  G  K  F  L  L  R  E  H  P  Q  T  I  A  Y  I  L  S  - 
 
  
         CATGCTGCCCTCGTCCTTCGGTGCCAAGGTCCTTCTGACCATTCCCGAAGAGCAGCGCGC 
    3361 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3420 
         GTACGACGGGAGCAGGAAGCCACGGTTCCAGGAAGACTGGTAAGGGCTTCTCGTCGCGCG 
  
          M  L  P  S  S  F  G  A  K  V  L  L  T  I  P  E  E  Q  R  A  - 
 
        
         CGATATCATGAACCGCACGGTGAACATGAAGGAAGTCAGCCCCACGGCTGCGCAGATCAT 
    3421 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3480 
         GCTATAGTACTTGGCGTGCCACTTGTACTTCCTTCAGTCGGGGTGCCGACGCGTCTAGTA 
  
          D  I  M  N  R  T  V  N  M  K  E  V  S  P  T  A  A  Q  I  I  - 
 
 
         CGAGAAGCGTGTGGTCAACCTCATCAACGAGATCGAAGCAGAGCGCAATGCGGGCGGCTC 
    3481 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3540 
         GCTCTTCGCACACCAGTTGGAGTAGTTGCTCTAGCTTCGTCTCGCGTTACGCCCGCCGAG 
  
          E  K  R  V  V  N  L  I  N  E  I  E  A  E  R  N  A  G  G  S  - 
 
 
         CACGAAGGTTGCCGACCTGATGAACGAAATGGAAAAGCCGCAGGTCGATACGCTGCTCAG 
    3541 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3600 
         GTGCTTCCAACGGCTGGACTACTTGCTTTACCTTTTCGGCGTCCAGCTATGCGACGAGTC 
  
          T  K  V  A  D  L  M  N  E  M  E  K  P  Q  V  D  T  L  L  S  - 
 
 
         CTCGCTCGAAACGCTCAGCAAGGAAGCTGCCAACAAGGTCAAGCCGAAGATCTTCCTCTT 
    3601 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3660 
         GAGCGAGCTTTGCGAGTCGTTCCTTCGACGGTTGTTCCAGTTCGGCTTCTAGAAGGAGAA 
  
          S  L  E  T  L  S  K  E  A  A  N  K  V  K  P  K  I  F  L  F  - 
 
  
         CGACGATCTCATGTTCATGCCGCAGCGCAGCCGCGTCCTGTTGCTCAACGATGTCTCGGC 
    3661 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3720 
         GCTGCTAGAGTACAAGTACGGCGTCGCGTCGGCGCAGGACAACGAGTTGCTACAGAGCCG 
  




Anhang  109 
         GGACGTTCTCACCATGGCGCTGCGTGGCGCAACCATGGAAATCAAGGAATGTGTGCTGTC 
    3721 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3780 
         CCTGCAAGAGTGGTACCGCGACGCACCGCGTTGGTACCTTTAGTTCCTTACACACGACAG 
  
          D  V  L  T  M  A  L  R  G  A  T  M  E  I  K  E  C  V  L  S  - 
 
  
         CAGCATCAGTCCGCGCCAGCGCCGCATGATCGAATCGGACCTCGCCGTGCCGCAGGCTTC 
    3781 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3840 
         GTCGTAGTCAGGCGCGGTCGCGGCGTACTAGCTTAGCCTGGAGCGGCACGGCGTCCGAAG 
  
          S  I  S  P  R  Q  R  R  M  I  E  S  D  L  A  V  P  Q  A  S  - 
 
 
         TATCAACACCCGCGAAGTGGCGATTGCACGCCGCGCCGTGGCGCAGGAAGCGATCCGGCT 
    3841 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3900 
         ATAGTTGTGGGCGCTTCACCGCTAACGTGCGGCGCGGCACCGCGTCCTTCGCTAGGCCGA 
  
          I  N  T  R  E  V  A  I  A  R  R  A  V  A  Q  E  A  I  R  L  - 
 
  
         GGCCAATTCCGGTCAGATTCAGCTGAAGGAAGCCTCCACAGAGGAACAATCCGCAGCAGC 
    3901 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 3960 
         CCGGTTAAGGCCAGTCTAAGTCGACTTCCTTCGGAGGTGTCTCCTTGTTAGGCGTCGTCG 
  
          A  N  S  G  Q  I  Q  L  K  E  A  S  T  E  E  Q  S  A  A  A  - 
 
 
         CTGAGCGGAAGCCGGTTGATAACCCGCCTTACAGGTAATGCCGGCCATTGCGATGGCTGG 
    3961 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4020 
         GACTCGCCTTCGGCCAACTATTGGGCGGAATGTCCATTACGGCCGGTAACGCTACCGACC 
  
          *   
  
 
         TCTCGGGCGCTAGTTTCGGAATGACTGCCTGCCGCGATCGGCGGGCCTTTTTTTATCCCG 
    4021 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4080 
         AGAGCCCGCGATCAAAGCCTTACTGACGGACGGCGCTAGCCGCCCGGAAAAAAATAGGGC 
  
                            flhB     M  P  R  S  A  G  L  F  L  S  R  - 
 
  
         GGAACGTGCCTTGGCAGACGATCAGGACAAGGACAGTAAAACAGAAGACCCAACGGAGAA 
    4081 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4140 
         CCTTGCACGGAACCGTCTGCTAGTCCTGTTCCTGTCATTTTGTCTTCTGGGTTGCCTCTT 
  
          E  R  A  L  A  D  D  Q  D  K  D  S  K  T  E  D  P  T  E  K  - 
  
  
         AAAACTCCGTGATGCGGCGGAAAAGGGCAATCTTCCCTTTTCCCGCGAGGTGCCGATCTT 
    4141 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4200 
         TTTTGAGGCACTACGCCGCCTTTTCCCGTTAGAAGGGAAAAGGGCGCTCCACGGCTAGAA 
  
          K  L  R  D  A  A  E  K  G  N  L  P  F  S  R  E  V  P  I  F  - 
 
  
         TGCTTCGTCACTCGCCTTTTACTGCTATCTGGTTTTCTTTTTGCCCGACGGCGCCGGTCG 
    4201 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4260 
         ACGAAGCAGTGAGCGGAAAATGACGATAGACCAAAAGAAAAACGGGCTGCCGCGGCCAGC 
  
          A  S  S  L  A  F  Y  C  Y  L  V  F  F  L  P  D  G  A  G  R  - 
 
 
         CCTCGGCGTAACGCTGAAGGACCTGTTCGGCCAGCCCGAACAATGGAACCTCAGCACCAG 
    4261 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4320 
         GGAGCCGCATTGCGACTTCCTGGACAAGCCGGTCGGGCTTGTTACCTTGGAGTCGTGGTC 
  




Anhang  110 
         GCCGGATGCCCTGTCGCTGCTTTATTTCCTCGGCACGTCCATGGCCTATCTGCTCATGCC 
    4321 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4380 
         CGGCCTACGGGACAGCGACGAAATAAAGGAGCCGTGCAGGTACCGGATAGACGAGTACGG 
  
          P  D  A  L  S  L  L  Y  F  L  G  T  S  M  A  Y  L  L  M  P  - 
 
  
         GGCCATGATCATGTTCATCGTCTTCGGCCTTGCCTCCTCGTTTTTCCAGAACCTGCCGTC 
    4381 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4440 
         CCGGTACTAGTACAAGTAGCAGAAGCCGGAACGGAGGAGCAAAAAGGTCTTGGACGGCAG 
  
          A  M  I  M  F  I  V  F  G  L  A  S  S  F  F  Q  N  L  P  S  - 
 
  
         GCCCGTGCTTGAGAGGGTGCGTCCGCAATGGTCGCGCATCTCGCCCGCAAAGGGGTTCGG 
    4441 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4500 
         CGGGCACGAACTCTCCCACGCAGGCGTTACCAGCGCGTAGAGCGGGCGTTTCCCCAAGCC 
  
          P  V  L  E  R  V  R  P  Q  W  S  R  I  S  P  A  K  G  F  G  - 
 
 
         CCGCATCTACAGCAAGCAGGGATTTGTGGAATTCGGCAAATCGCTGTTCAAGATCTTGAT 
    4501 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4560 
         GGCGTAGATGTCGTTCGTCCCTAAACACCTTAAGCCGTTTAGCGACAAGTTCTAGAACTA 
  
          R  I  Y  S  K  Q  G  F  V  E  F  G  K  S  L  F  K  I  L  I  - 
 
  
         CGTTTCGATCATCATGTTCCTGTCTCTGCGCGGCGATTTCTACAGTCTCATCGACCTGAT 
    4561 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4620 
         GCAAAGCTAGTAGTACAAGGACAGAGACGCGCCGCTAAAGATGTCAGAGTAGCTGGACTA 
  
          V  S  I  I  M  F  L  S  L  R  G  D  F  Y  S  L  I  D  L  M  - 
 
  
         GTTCTCCGACCCGCAGGTCATTTTCGTCAGGGTTGTCGAGCTCACCAAAAAGATGATGGT 
    4621 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4680 
         CAAGAGGCTGGGCGTCCAGTAAAAGCAGTCCCAACAGCTCGAGTGGTTTTTCTACTACCA 
  
          F  S  D  P  Q  V  I  F  V  R  V  V  E  L  T  K  K  M  M  V  - 
 
  
         CGTGATTCTCTTTTCGACCGCGCTGCTTGCCGCCGTCGACCTTTTGTGGACGCGCCACCA 
    4681 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4740 
         GCACTAAGAGAAAAGCTGGCGCGACGAACGGCGGCAGCTGGAAAACACCTGCGCGGTGGT 
  
          V  I  L  F  S  T  A  L  L  A  A  V  D  L  L  W  T  R  H  H  - 
 
  
         CTGGTTCAGCCAGCTGAAAATGACGAAGCATGAGGTGAAGGAAGAGTACAAGCAATCGCA 
    4741 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4800 
         GACCAAGTCGGTCGACTTTTACTGCTTCGTACTCCACTTCCTTCTCATGTTCGTTAGCGT 
  
          W  F  S  Q  L  K  M  T  K  H  E  V  K  E  E  Y  K  Q  S  Q  - 
 
  
         GGGCGACCCAGTGGTCAAAGCCCGTCAGCGTTCGGTCGCCCGTGACCGCGCCCGCCGCCG 
    4801 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4860 
         CCCGCTGGGTCACCAGTTTCGGGCAGTCGCAAGCCAGCGGGCACTGGCGCGGGCGGCGGC 
  
          G  D  P  V  V  K  A  R  Q  R  S  V  A  R  D  R  A  R  R  R  - 
 
 
         CATGATCGACAATGTGCCGCGCGCGACACTGGTGATTGCCAACCCGACACACTTTGCAGT 
    4861 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4920 
         GTACTAGCTGTTACACGGCGCGCGCTGTGACCACTAACGGTTGGGCTGTGTGAAACGTCA 
  




Anhang  111 
         GGCGTTGCGTTACGTTCGCGAAGAAGGCGACGCGCCTGTCGTCGTTGCCAAGGGTCAGGA 
    4921 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 4980 
         CCGCAACGCAATGCAAGCGCTTCTTCCGCTGCGCGGACAGCAGCAACGGTTCCCAGTCCT 
  
          A  L  R  Y  V  R  E  E  G  D  A  P  V  V  V  A  K  G  Q  D  - 
 
  
         CCTTATCGCATTGAAAATCCGCGAGATTGCGGAGAAAAATAATATCCCCGTTTTTGAAGA 
    4981 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5040 
         GGAATAGCGTAACTTTTAGGCGCTCTAACGCCTCTTTTTATTATAGGGGCAAAAACTTCT 
  
          L  I  A  L  K  I  R  E  I  A  E  K  N  N  I  P  V  F  E  D  - 
 
  
         TCCGCCGCTCGCACGCTCCATGTTTGCGCAAGTCTCGATCGATAGTGTGATTCCACCAGC 
    5041 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5100 
         AGGCGGCGAGCGTGCGAGGTACAAACGCGTTCAGAGCTAGCTATCACACTAAGGTGGTCG 
  
          P  P  L  A  R  S  M  F  A  Q  V  S  I  D  S  V  I  P  P  A  - 
 
  
         TTTTTACAAGGCTGTAGCTGAGCTCGTTCATCGGGTTTACGCCATGAAGTCATCGAAAAT 
    5101 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5160 
         AAAAATGTTCCGACATCGACTCGAGCAAGTAGCCCAAATGCGGTACTTCAGTAGCTTTTA 
  
          F  Y  K  A  V  A  E  L  V  H  R  V  Y  A  M  K  S  S  K  I  - 
 
  
         ACGGGTTCAATAAAACCAATGAAAAAATCCGCCTATTCTGAAAAGCGGGAAATGATCGTC 
    5161 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5220 
         TGCCCAAGTTATTTTGGTTACTTTTTTAGGCGGATAAGACTTTTCGCCCTTTACTAGCAG 
  
                  orfY     M  K  K  S  A  Y  S  E  K  R  E  M  I  V   - 
          R  V  Q  *   
  
         GCAGAGGCGATCAACCCGATCGCCACCGAACTGCGCCTGCTCGATCCGGCCGACCTGATT 
    5221 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5280 
         CGTCTCCGCTAGTTGGGCTAGCGGTGGCTTGACGCGGACGAGCTAGGCCGGCTGGACTAA 
  
         A  E  A  I  N  P  I  A  T  E  L  R  L  L  D  P  A  D  L  I   - 
  
  
         TCATTGCTCAGATTCGAGTGCTACGGCAGCATTGCCGACCTCGTCTCGTCGGCCGCGGAG 
    5281 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5340 
         AGTAACGAGTCTAAGCTCACGATGCCGTCGTAACGGCTGGAGCAGAGCAGCCGGCGCCTC 
  
         S  L  L  R  F  E  C  Y  G  S  I  A  D  L  V  S  S  A  A  E   - 
 
 
         CTTTATTATCATCCGGGCACGATCAATTTCGGTGCCGGTGGCGAATACAGGCTCGAATGG 
    5341 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5400 
         GAAATAATAGTAGGCCCGTGCTAGTTAAAGCCACGGCCACCGCTTATGTCCGAGCTTACC 
  
         L  Y  Y  H  P  G  T  I  N  F  G  A  G  G  E  Y  R  L  E  W   - 
 
 
         GAAGGGGCGCCGGAGATCGTCCTCGATCTCGAACTGAAACCGCACGGCGCGACGGTTTAT 
    5401 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5460 
         CTTCCCCGCGGCCTCTAGCAGGAGCTAGAGCTTGACTTTGGCGTGCCGCGCTGCCAAATA 
  
         E  G  A  P  E  I  V  L  D  L  E  L  K  P  H  G  A  T  V  Y   - 
 
  
         GCGCAATTGATTCTGGCCAACGAGCACGCTGCGGTCGAGATCAATCATGTTTCGTTTCAG 
    5461 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5520 
         CGCGTTAACTAAGACCGGTTGCTCGTGCGACGCCAGCTCTAGTTAGTACAAAGCAAAGTC 
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         AACCCTTCGGAAAATCCGGACGAGAACACCGAATTTCTCCGTCAGAGCCTGACGGCTGCC 
    5521 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5580 
         TTGGGAAGCCTTTTAGGCCTGCTCTTGTGGCTTAAAGAGGCAGTCTCGGACTGCCGACGG 
  
         N  P  S  E  N  P  D  E  N  T  E  F  L  R  Q  S  L  T  A  A   - 
 
 
         CGATTCGTGTCGGCCCGCCAGGGCGAAGCGGCCTGAGCCAGTCCAGCGGACATTTTCGTA 
    5581 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5640 
         GCTAAGCACAGCCGGGCGGTCCCGCTTCGCCGGACTCGGTCAGGTCGCCTGTAAAAGCAT 
  
         R  F  V  S  A  R  Q  G  E  A  A  *   
 
  
         TATTATCCATTGCGCCTTCCGAATTCGCGGGCGCGATGGCTTCATTCGGGCGTTTTTTCA 
    5641 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5700 
         ATAATAGGTAACGCGGAAGGCTTAAGCGCCCGCGCTACCGAAGTAAGCCCGCAAAAAAGT 
            
         CCCGACCTTGCCTGAAGCGTGTCGGTTTATGCAAAACCGGTGTGAAAGGCAAGGAACGCC 
    5701 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5760 
         GGGCTGGAACGGACTTCGCACAGCCAAATACGTTTTGGCCACACTTTCCGTTCCTTGCGG 
  
         TTGCAAATCAGCGTTGTTGTTTGGTACCTATCGAATTAACGATTTGTTAACGAACGGCAG 
    5761 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5820 
         AACGTTTAGTCGCAACAACAAACCATGGATAGCTTAATTGCTAAACAATTGCTTGCCGTC 
  
         GTCGCGGTGGCTCTTTTTACCATCGCTGATGCGCATGATGCCTCTGCTCGTTTTCGGCGC 
    5821 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5880 
         CAGCGCCACCGAGAAAAATGGTAGCGACTACGCGTACTACGGAGACGAGCAAAAGCCGCG 
  
         AGCGCCGGATTTTTCCCGACAGTACCAATTGGGTGGACCCAATGACCAGCATTTTGACCA 
    5881 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 5940 
         TCGCGGCCTAAAAAGGGCTGTCATGGTTAACCCACCTGGGTTACTGGTCGTAAAACTGGT 
  
                                         flaD     M  T  S  I  L  T  N - 
  
 
         ATGCGGCGGCGATGGCCGCGCTGCAAACCTTGCGCATGATCGACAAGAATCTCGAGACGA 
    5941 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6000 
         TACGCCGCCGCTACCGGCGCGACGTTTGGAACGCGTACTAGCTGTTCTTAGAGCTCTGCT 
  
           A  A  A  M  A  A  L  Q  T  L  R  M  I  D  K  N  L  E  T  T - 
  
 
         CGCAGGCGCGTGTGTCGTCCGGCTACCGTGTCGAAACGGCGGCGGACAATGCCGCCTACT 
    6001 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6060 
         GCGTCCGCGCACACAGCAGGCCGATGGCACAGCTTTGCCGCCGCCTGTTACGGCGGATGA 
  
           Q  A  R  V  S  S  G  Y  R  V  E  T  A  A  D  N  A  A  Y  W - 
  
 
         GGTCTATCTCCACAACCATGCGCTCCGACAATGCAGCGCTCTCGGCCGTGCAGGATGCAT 
    6061 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6120 
         CCAGATAGAGGTGTTGGTACGCGAGGCTGTTACGTCGCGAGAGCCGGCACGTCCTACGTA 
  
           S  I  S  T  T  M  R  S  D  N  A  A  L  S  A  V  Q  D  A  L - 
  
 
         TGGGACTGGGCGCCGCCAAGGTTGATACGGCCTATGACGCTCTTGCGAACTCGATCGAGG 
    6121 ---------+---------+---------+---------+---------+---------+ 6180 
         ACCCTGACCCGCGGCGGTTCCAACTATGCCGGATACTGCGAGAACGCTTGAGCTAGCTCC 
  
           G  L  G  A  A  K  V  D  T  A  Y  D  A  L  A  N  S  I  E  V - 
  
 
         TCGTCAAGAAAATCAAGGAAAAGCTT 
    6181 ---------+---------+------ 6206 
         AGCAGTTCTTTTAGTTCCTTTTCGAA 
  
           V  K  K  I  K  E  K  L   -
  
Anhang  113 
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S.meliloti    1 MNIIIGLLVTFGCILGGYMAMGGHLEVLNQPFELMIIGGAGIGGFIMANS 50 
                |||:|||::|||||:||||||||||:|| |||||:||||||:|||||||  
R.lupini      1 MNIVIGLIITFGCIIGGYMAMGGHLDVLVQPFELLIIGGAGLGGFIMANP 50 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti    51 MKVVKDTGKALGEAFRHKVPKEREYLDTLGVLYSLMRDLRTKSRNEIESH 100 
                 ||||||.||||||||:| ||||| ||| ||||||||||||||||||||.| 
R.lupini      51 MKVVKDSGKALGEAFKHSVPKERNYLDVLGVLYSLMRDLRTKSRNEIEAH 100 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   101 IDNPEESSIFQSAPTVLQNKELTAFICDYVRLIIIGNARSYEIEALMDEE 150 
                 ||||||||||||||.||.|||||.||||||||||||||||:||||||||| 
R.lupini     101 IDNPEESSIFQSAPSVLKNKELTSFICDYVRLIIIGNARSHEIEALMDEE 150 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   151 IQTITHDKMKCYHAMTTMGDALPAIGIVAAVLGVIKAMGAISEAPEVLGA 200 
                 |:|| |||:| |||.|||||. ||||||||||||||||| |.|.|||||  
R.lupini     151 IETILHDKLKPYHAITTMGDSFPAIGIVAAVLGVIKAMGKINESPEVLGG 200 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   201 KIAAALVGTLLGVFLSYSIVGPLVANIKSVREKQNRLYVIVKQTLLAYMN 250 
                  | ||||||:||: |||||  || . :| || ||.|||:||||||:|||| 
R.lupini     201 LIGAALVGTMLGIILSYSICNPLASQVKIVRTKQHRLYIIVKQTLIAYMN 250 
                  .         .         .         .   
S.meliloti   251 GSVPQVALEYGRKTISAYERPSIDAVEQEMMNPGGGSESKAA 292 
                 |||||||||||||||| ||||||||||||||||||  |.||| 





S.meliloti    1 .MNDESNHNGKNEIIIVRRSADSHDGHHGGGWKIAYADFMTAMMAFFLVM 49 
                    |..|.||||||||:|    ||| ||| ||||||||||||||||||| 
R.lupini      1 MSEGENHHHGKNEIIIVKRHKGGHDGAHGGAWKIAYADFMTAMMAFFLVM 50 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   50 WLINAANEETKAAIAAYFNPVQLTDQKPAEKGLKDPAKDAQGEQTQQRSK 99 
                ||:|||||||||.:|.||||:.|.|:||. |||. |    :| : . .|  
R.lupini     51 WLVNAANEETKASVASYFNPIKLSDEKPSSKGLEKPVDKEEGVEKKDQSN 100 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  100 VDGEQTKSGGSAKTGDQLTATSGEETKYSDADFFENPYSVLSEIAREVGH 149 
                :  |.   | .| ||: ||. .||:. :|:|||||||||||.|||.:||  
R.lupini    101 IKAEKVTQGSAAATGEDLTSQTGEQSNFSEADFFENPYSVLAEIAQQVGQ 150 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  150 EANISVKGDGGAAQSGPSTGAAGGEAYRDPFDPDFWTKQVEVKDAG.... 195 
                :||:| ||:|||| |||.|||.|||||||||||||||.||.:  |      
R.lupini    151 QANVSAKGEGGAADSGPATGASGGEAYRDPFDPDFWTQQVKITRADQQQN 200 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  196 .....NTAESEVASAA..NSAREAASAPEVPDKAEGAK....AADAPE.. 232 
                      .||..    |  | |  | |. :  | |:  |    ||  |:   
R.lupini    201 PVEQQQSAENKQQDPAKDNEAVAAKSSQQPVDGADHGKAMEIAAVVPQQR 250 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  233 ....NQAPAENPQ............KEAEALKAEIEKELGGEAGRLLEGL 266 
                     ||    ||            .||. |: ||||:: | .|:| ||| 
R.lupini    251 PGAAEQAALTQPQPEQQQQGTAAQKEEAKELREEIEKQISGISGKLAEGL 300 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  267 AVTPAEGGLLVTISEQTDAPMFAVGSAVPQKELVLAMEKIGRLLAERPGA 316 
          |||||||||.|||:||: ||| ||||||. |:||||||||:|| || |. 
R.lupini     301 VVTPAEGGLLLTISDQTETPMFNVGSAVPRGEMVLAMEKIGKLLQERGGS 350 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  317 VAVRGHTDGRPFKDGTYDNWRLSAARAQSAYYMLVRGGLEEERVKQISGF 366 
                | :||||||| ||    ||||||  || ||||||||||| ||||||:||| 
R.lupini    351 VVIRGHTDGRQFKGEANDNWRLSMDRAHSAYYMLVRGGLSEERVKQVSGF 400 
                  .         .         
S.meliloti  367 ADRRLQVPNDAYAPANRRIEILLQSGQG 394 
                |||||||| |  | |||||||||:. .| 
R.lupini    401 ADRRLQVPADPLANANRRIEILLEADRG 428 
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S.meliloti    1 ....MLKRLCTLLAASALAAPLALGLARANGTEELTPYKMIRSLQYVQDS 46 
                       :    |||.            |   : | || |:||||:|||| 
R.lupini      1 MSVTKSSKRWVFLAATLCGLGAEPAKVFAQSQDNLMPYAMLRSLQFVQDS 50 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   47 VVLGDHSAIEMQRFMLGAIDERLRAADPSAFRDPRNVDAALVYVMSGGNP 96 
                | :||||| |||||:|  |||||:.|  . |:||||||||||| |||||| 
R.lupini     51 VTMGDHSATEMQRFLLQTIDERLKSAPSAIFKDPRNVDAALVYAMSGGNP 100 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   97 ATLDLLADRDIEGNFDSRVTDALRQYLNGKGPLIVENLTKAAPEYKNSRI 146 
                |||:||  ||::||||||| | ||.||.||| |: :.:    |||: .|| 
R.lupini    101 ATLELLVARDVDGNFDSRVADILRKYLSGKGTLVAQSIAAMVPEYRGTRI 150 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  147 GPYLFLILGNAMSQQDPIEAMKHYDWARLTAPGTIIEEAALRRSVSLAAG 196 
                | || || ||    .||: |:  || ||| |||||:||||||||..:|   
R.lupini    151 GAYLALIGGNVTIPRDPVAALGFYDIARLEAPGTIVEEAALRRSLAIAVE 200 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  197 AGLPEKGFRYALNYARRYLTSPYASQFADVFVELAVAHFDEAADGRVSEI 246 
                 |   :|  ||  ||||:| |||||||||. | | |   |      : |  
R.lupini    201 DGDAGRGVEYAQRYARRFLHSPYASQFADLLVSLVVKRVDSIGHDTIEET 250 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  247 LSFMDSARQREVYLRVARRAAIAGNQALARLASRRAEELAGDDSSRSQVL 296 
                 . ||. ||:| |||..| |||.|  .|||:|. :|. |. |   . ||  
R.lupini    251 FAMMDAERQKEAYLRLSRLAAISGKDSLARMAALKAKALSPDMPDQPQVQ 300 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  297 ASFYEGLAAVPSADVFSAAEALEAIPDEKLSPRDRALREAAKAVADAVVR 346 
                |. || |. : . || || | :  ||: .|| ||||||:||:|:|| ||| 
R.lupini    301 ANLYESLSNIGTPDVVSAIETIGQIPEAQLSDRDRALRDAARAIADQVVR 350 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  347 PPFGESPAQAPAPIAERPAGEQSELAAEESGSGMSPFGQPVEASPGRPSE 396 
                ||   ||         .|  :    | : .||| .|  :   ||       
R.lupini    351 PP...SP.........QPGADPGVTAGQGAGSG.APANE..AASAETKGI 385 
                  .         .         .         . 
S.meliloti  397 MTAEADAAASDDPALDGFLASGRSKIDEIDALLKR.EGQ. 434 
                   |   |  :   .   . |||||:||||.|||: ||   





S.meliloti    1 ..MSTSTASNVHAFDRRLIARMTGALGDDKVIGRTALELAQVFDELLPGV 48 
                  |. .        |  |:|::|| | | | | :   ::  .: | || : 
R.lupini      1 MTMAKAAQQRAPVIDTSLLAKLTGGLSDRKTIAKVGSDIGHLYSEFLPDI 50 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   49 LQSETGCDVTIAYAGFRTGLRNDLIAALGDGVLLGDFSLRNWCADFQVGC 98 
                  ||||  : : | |  .||  |||| :|    . | |||||| .| .   
R.lupini     51 FHSETGIAIDVEYIGSESGLMTDLIANIGGNFSVADCSLRNWCPNFMMAV 100 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   99 DSPVLIALVEALLGAEPTSIEEPAPRSLSKIEIDVALPVFHGIAEVLRTA 148 
                 .  .|||.| :|||   .| ||  |||| ||:|.|  |   |  |||.  
R.lupini    101 GNGFVIALMERMLGAAADTIGEPDERSLSHIELDLAAMVLGRIGGVLRSG 150 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  149 VNAPGGFEPVVGRPYNSAERAKPDPVLEDVFAASIDMTIGLGPVLSTFSV 198 
                ||||||||  :  |: .  :.  : .:  .:  .: | | :| | | |.. 
R.lupini    151 VNAPGGFEATIDLPFTANGKSAFEEMIAGLYGVTVRMKIAIGKVSSEFAL 200 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  199 IVPQSTLLKTRIVSRKGAGEDRNAKTEWTEQLEEQVRRSAVALEARIRLE 248 
                ||||  |||| | . | . :    . || : : |||:|| | |||||:|| 
R.lupini    201 IVPQRPLLKTSIAAPKASAQALKKQAEWVDLISEQVKRSQVTLEARIKLE 250 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  249 SLTLDTLSRLQAGDVIPFHD..GQDVRVEVSANGRDLYVCEFGRSGSRYT 296 
                .||| |:||| ||||||| |    |: |||||||  || ||||:|| ||  
R.lupini    251 TLTLRTISRLVAGDVIPFQDLKQDDIGVEVSANGSKLYNCEFGKSGDRYM 300 
                  .          
S.meliloti  297 VRVKDTHGSEQDILRHIMS 315 
                ||||.   .: :||||:|  
R.lupini    301 VRVKNNVSTDDEILRHLMG 319 
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S.meliloti    1 MAPKKAAPIAEPAVFAA...DAELDQAIDDLRGVLKKDGEADFGADFAAA 47 
                || ||  |: :     .     |||||| ||||||| | |    .||    
R.lupini      1 MATKK.TPVTDDMALPSLEDGGELDQAIGDLRGVLKTDAEGSL.SDFG.. 46 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   48 GPLEQPMDFGSDFGSADGAGFGGDFAAGFGGGLTETGAAGGFDAGSG.FA 96 
                       ||| |||| | |    | .|              || |.| || 
R.lupini     47 .......DFG.DFGSVDDASADSDLSA..............FDGGAGDFA 74 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   97 GGDFDAAP.IAGETAP.GSGMTANMDLIMDIPIDVQIVLGTSRMQVSGLM 144 
                  || | | :||  || |||:. ||||||||||||||||||||| ||||| 
R.lupini     75 MNDFAATPQVAGIKAPLGSGLSDNMDLIMDIPIDVQIVLGTSRMLVSGLM 124 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  145 ALTEGATIALDRKIGEPVEIMVNGRVIGRGEITVLEGDVTRFGVKLLEIK 194 
                .| |||||||||||||||||||||| | |||||||| | |||||||:|:  
R.lupini    125 SLEEGATIALDRKIGEPVEIMVNGRRIARGEITVLEDDDTRFGVKLIEVM 174 
               
S.meliloti  195 GSKK. 198 
                 .:|  





S.meliloti    1 MTDFGSFEAQAQALA.QPLSQTEKAAAVLLAMGKSIAGKLLKFFTQSELQ 49 
                | ||  |      || .|||| :||||||||||| :|||||||||| ||| 
R.lupini      1 MMDFEDF...GNPLAGKPLSQADKAAAVLLAMGKGVAGKLLKFFTQHELQ 47 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti   50 AIIAAAQSLRAVPPHELEALVNEFEDLFTEGAGLMDNAKAMESILEEGLT 99 
                 ||..||.|| :|| ||  :| ||||||||| ||||||||.||||||||| 
R.lupini     48 MIISSAQTLRVIPPDELAQIVAEFEDLFTEGTGLMDNAKAIESILEEGLT 97 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  100 PDEVDGLLGRRATFQSYEASIWDRLMDCDPVIIAQLLAREHPQTIAYVLS 149 
                |:||| |||||| ||.||||||||| : :|  : . | |||||||||:|| 
R.lupini     98 PEEVDSLLGRRAAFQAYEASIWDRLQEAEPEFVGKFLLREHPQTIAYILS 147 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  150 MMPSSFGAKVLLQLSDKQRPEILNRAVNIKNVNPKAAAIIEARVIEIIEE 199 
                |:|||||||||| : :.|| :|:|| ||.| |.| || ||| ||: :| | 
R.lupini    148 MLPSSFGAKVLLTIPEEQRADIMNRTVNMKEVSPTAAQIIEKRVVNLINE 197 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  200 MEADRNSPGPAKIAEVMNELEKPQVDTLLASLETISTDSVKKVRPKIFLF 249 
                .||:||. |  |:|:.|||:|||||||||.||||:| :.  ||:|||||| 
R.lupini    198 IEAERNAGGSTKVADLMNEMEKPQVDTLLSSLETLSKEAANKVKPKIFLF 247 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  250 DDILFMPQRSRVQLFNDVSTDVITMALRGSAAELRESILASIGARQRRMI 299 
                ||::|||||||| | |||| ||:||||||.  |::| :|.||  |||||| 
R.lupini    248 DDLMFMPQRSRVLLLNDVSADVLTMALRGATMEIKECVLSSISPRQRRMI 297 
                  .         .         .         .         . 
S.meliloti  300 ESDLAAGDAGINPRDIAIARRSITQEAIRLSASGQLELKEKEPEAA.... 345 
                |||||   | || |::|||||.: ||||||. |||::|||   |       
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